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ABC:
ADN:
AF:
AHL.:
Al :
AIP:
ARN:
ATP:
CCCP :
CE:
CEso:
DCOIT :
DGC :
DLso :
DPD:
EPS :
HPLC:
1Csp:
IMO :
LPS:
MATE:
MDR:
MFP:
MFS:
MTA:
MTAN:
PapN :
PEG:
PMBN :
QQ:
QS:
QSI:
RND:
SAM :
SAM:
SRH:
TBT :
TBTO:
TCMS :
TCMTB :
TDA :

Liste des sigles et abréviations

ATP binding cassette

Acide desoxyribonucléique
Antifouling
Acyl homosérine lactone
Auto induction

Autoinducteur peptidique

Acide ribonucléique

Adenosine triphosphate

Carbonyl cyanide chlorophenylhydrazone
Classification enzymatique
Concentration efficace 50 (concentration pour éliminer 50% d’effet)
Dichlorooctylisothiazoline

Diguanylate cyclase
Dose 1étale 50 (ou médiane)
(2,4)-Dinitro-benzyl pentane-(2,4)-dione
Exopolysaccharides

Chromatographie liquide a haute performance
Inhibitory concentration 50 (mediane)
Internationale maritime organisation
Lipopolysaccharides

Multidrug and toxic exclusion
Multidrug resistant

Membrane fusion protein

Major facilitator superfamily

S-methyl thioadenosine
Meéthylthioadénosine nucleosidase
Phenylalanine arginine B-naphtylamide
Peptydoglycane

Polymyxin B-nanopeptide hydrochloride
Quorum quenching

Quorum sensing

Quorum sensing inhibitor

Resistance nodulation division
Self-assembled monolayer

S-adenosine methionine
S-adenosyl-homocystéine

Tributylétain

Tributylétain oxide
Thiocyanatométhyl sulfirique
Thiocyanatométhylthiobenzothiazole
Tryptophane desaminase
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Le biofouling est un processus biologique qui correspond a 1’agrégation de
microorganismes (bactéries, champignons, algues ou protozoaires) et de
macroorganismes (algues, éponges, balanes, invertébrés...) sur une surface
naturelle ou synthétique immergée (Characklis, 1981). La formation de ce type
de structure sur les coques de navires engendre d’importants dégats a la fois
économiques et écologiques (Yebra et al., 2004). En effet, la formation de
biofouling sur les coques de navires peut conduire a une augmentation de la
consommation de carburant d’environ 40% (Champ 2003), et a la délocalisation
d’espeéces marines non natives voir invasives (Piola et al., 2009). Ainsi, le
biofouling est dommageable aux structures artificielles immergées dans le
transport maritime, dans 1’aquaculture et dans I’industrie pétroliere offshore. Au-
dela de ces considérations environnementales, les biofilms représentent un enjeu
de santé publique important, étant impliqués dans les infections médicales et dans

les contaminations en industries agro-alimentaires (Geske et al., 2005).

La formation du biofilm bactérien se déroule en plusieurs étapes séquentielles
dans le temps : en quelques minutes des composés organiques et inorganiques
sont adsorbés sur la surface et les bactéries vont s’immobiliser de manicre
réversible puis irréversible sur ce substrat nutritif. Des substances polymériques
extracellulaires (EPS, majoritairement composées de protéines et de
polysaccharides) sont alors produites. L’EPS est une matrice extracellulaire
contribuant au maintien des communautés bactériennes adhérées (Allison, 2003).
Enfin, le biofilm croit et se développe, les cellules se multiplient, communiquent
entre elles via des molécules signal et changent de métabolisme afin de consolider

le biofilm et de coloniser la surface (Davies et al., 1998).

Dans le but de contrdler le biofilm et les salissures marines en général, des
techniques physiques ou chimiques ont été utilisées depuis plusieurs années. Ces
techniques consistent en la filtration de I’eau, au traitement par les UV, au grattage

en continu des surfaces. En outre, de nombreux procédés chimiques préventifs ou
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curatifs utilisent des produits biocides comme des métaux (cuivre, argent), des
produits oxydants (chlore, brome, ozone) ou des produits non oxydants de
syntheése (bactéricides, fongicides, algicides issus de [D’agriculture). Ces
procédures de luttes ont non seulement €t€é mises en place avec des colts tres
élevés mais produisent des effets toxiques qui persistent a long terme dans
I’environnement. En clair, les peintures antifouling se sont avérées toxiques en
raison des dommages collatéraux infligés aux écosystemes marins et aux

organismes non ciblés (Alzieu, 1996).

La sensibilisation accrue aux conséquences désastreuses résultante de
l'utilisation des biocides antisalissures toxiques a incité l'investissement dans la
recherche et le développement de solutions alternatives respectueuses de
I’environnement. Une des technologies alternatives les plus prometteuses est le
développement de revétements incorporant des composés actifs d'origine
naturelle. De nombreuses substances aux propriétés antifouling ont été extraites
de divers organismes marins qu’ils soient microscopiques (bactéries,
champignons) ou macroscopiques (algues, éponges, coraux, gorgones). L’origine
naturelle de ces molécules ne garantit pas leur non-toxicité, mais elles présentent
l'avantage d’avoir été¢ sélectionnées au cours de 1'évolution. (Andjouh et al.,
2015). Ainsi, la potentialisation de 1’effet antifouling des composés biogéniques
passe nécessairement par une meilleure compréhension des étapes de formation
de biofilm et une connaissance des paramétres qui leur sont liés. L’un des
principaux parametres li€s a la formation de biofilm chez les bactéries Gram
négatif est le systtme de communication bactérienne connu sous le terme de

Quorum sensing (QS). (Decho et al., 2011).

En mode de vie privilégié des bactéries, c’est-a-dire en biofilm, les bactéries
peuvent communiquer grace a un systeme de communication intra- et inter-
especes et inter-genres, qui répond au nom de quorum sensing (Li et Tian, 2012).

Le Quorum sensing est le mécanisme utilisé par les bactéries Gram négatif comme
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positif pour réguler ’expression de divers genes, de maniere synchronisée et
dépendante de la densité cellulaire (Kristensen et al., 2008). 1l est impliqué dans
de nombreux processus physiologiques incluant la production de facteurs de
virulence (Yebra et al., 2004), 1’émission de bioluminescence (Characklis,
1981), la production de pigments (Davies et al., 1998), la formation de biofilm
ou la motilité (McClean et al., 1997).

Cette étude s’inscrivant dans le cadre de la mise en place d’une stratégie
antifouling respectueuse de I’environnement s’intéressera principalement a
I’espéce Peudoalteromonas ulvae (TC14) isolée de la rade de Toulon. Le choix
de cette bactérie Gram négatif repose sur sa capacité a former le biofilm et la
production d’un pigment pourpre connu sous le nom de violacéine. En outre, la
violacéine se présente chez P. ulvae TC14 comme un phénotype qui semble régulé

par le QS du moins en presence d’ AHLs exogenes (Aye et al., 2015).

Le but de ce travail est de se servir de P. ulvae TC14 comme d’un outil de
criblage pour la mise au point de composés antifouling respectueux de
I’environnement. Pour cela, une caractérisation du systéme QS de P. ulvae TC14
et une étude de I’interaction entre ce systéme QS et la formation de biofilm seront
faites dans la premiere partie de cette €tude. Dans la deuxieme partie, il sera
question d’évaluer I’impact de la modulation du QS sur la formation de biofilm.
Enfin, la derniere partie de cette étude prendra en compte les parametres liés a la
protection de la cellule bactérienne favorisant ainsi la limitation de [’effet
antifouling des composés naturels. Il s’agit notamment des facteurs liés a la

perméabilité membranaire et I’extrusion active des composés antifouling.
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Revue bibliographique
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1- Généralités sur les biofilms

1-1 Origines et définitions du biofilm/biofouling

Le terme « biofilm » a ét€ proposé dans les années 1980 par différents auteurs
dont notamment Costerton et al. (1978). La définition du biofilm a évolué au
cours du temps et représente a I’heure actuelle un consortium de micro-
organismes (bactéries, champignons, micro-algues). Les biofilms se présentent
ainsi comme des structures hétérogenes constituées par des populations
bactériennes englobées dans une matrice extracellulaire, fixées sur des surfaces
naturelles ou artificielles (Lahaye 2006). La communauté microbienne est alors
enveloppée dans une matrice fibreuse de polymeres extracellulaires aboutissant a
la formation d’une structure tridimensionnelle complexe, fortement adhérée a la
surface contaminée telles les particules tellurique ou tissus végétaux (Characklis
etal., 1989). Les biofilms renferment en leur sein de nombreuses communications

intercellulaires assurant la coopération des micro-organismes acteurs (Bosgiraud

et al. 2003).

En milieu marin, les biofilms sont associés a la notion de biofouling. Le
biofouling se définit comme I’accumulation indésirable de microorganismes, de
plantes et d’animaux sur des surfaces immergées, artificielles ou non (Rascio,
2000). Du fait de la qualité nutritive véhiculée par I’eau de mer comparée a celle
de Iair, les structures et les équipements marins immergés ou en atmosphere
humide sont plus sujets a ce type de colonisation biologique (Wahl, 1989). Ainsi,
dans le cadre des activités humaines li€ées au milieu marin, le biofouling apparait
sur des surfaces tres variées parmi lesquelles peuvent étre cités les coques de
bateaux (Figure 1A), les pipelines (Figure 1B), le matériel aquacole (Figure 1C),
ou les infrastructures pétrolieres (Figure 1D). Toutes les activités aquatiques sont
impactées par ce phénomene qui engendre des problemes tant économiques

qu’écologiques (Evans et Clarkson, 1993).
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Figure 1 : Images de Biofouling présent sur différentes structures marines :
A) Biofouling présent sur la coque d’un navire (Omae I, 2003) ; B) Pipeline recouvert de
biofouling (source :https://cathodicme.com/mgps-systems/marine-growth-prevention-system), C)

Biofouling présent sur les mailles d’un filet aquacole
(Source :https://www.sintef.no/en/ocean/initiatives/biofouling); D) Biofouling présent sur une
infrastructure pétrolifere (source :https://www.cbecl.info/2015/01/feasibility-report-and-project-
profile.html).

1-2 Etapes de formation des biofilms

La formation d’un biofilm se subdivise en cinq étapes principales. Apres le
conditionnement tres rapide de la surface, les bactéries se déplacent dans le milieu
liquide grace a la force du flux, a la gravitation et aux mouvements de leurs
flagelles. Lorsque les bactéries sont au voisinage d’une surface, des forces
d’attraction physico-chimiques interviennent et conduisent a une interaction
réversible avec la surface. Dans un second temps, a mesure que les cellules se
divisent, le nombre de bactéries associ€es a la surface augmente et I’adhésion
devient irréversible ¢’est-a-dire non limitée par une quelconque séparation de la
cellule avec le support. Cette transition vers une adhésion irréversible correspond

a la synthese de structures a la surface de la bactérie, qui s’accompagne d’une
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profonde modification du profil d’expression des genes (Schembri et al., 2003;
Beloin et al., 2004; Ren et al., 2004). Les bactéries forment alors des amas a la
surface et produisent des polysaccharides extracellulaires (EPS). La troisieme
étape est caractérisée par la formation de microcolonies composées a la fois des
bactéries initiales qui se divisent et de bactéries qui s’attachent sur le biofilm en
formation. Enfin, le stade de maturation correspond au développement des
microcolonies et a la structuration du biofilm : les microcolonies se développent
en des structures au sein desquelles les cellules sont englobées dans la matrice
extracellulaire. Les espaces séparant les microcolonies deviennent les canaux du
biofilm a I’intérieur desquels les fluides nutritifs peuvent circuler. Certaines
bactéries peuvent se détacher du biofilm mature et rentrer dans la phase de
dissémination. Cette derniere étape permet la colonisation de nouvelles surfaces.

Ces étapes sont illustrées dans la figure 2 ci-dessous :

Lectins, EPS,
large adhesins \ o
Rhamnolipids, : + \ T
) Lectins, N NS
Flagella Siderophores, EPS - -
eDNA, EPS - g N
¢ ® - 0 0
N\ - \
O o
a 2= e
- " - -
o @ @ - S

Attachment Microcolony Early biofilm Mature biofilm Dispersion
1 2 3 4 5

Source : (Molin et Tolker, 2003)

Figure 2 : Etapes de formation d’un biofilm bactérien. (1) Les bactéries
planctoniques évoluant librement dans un milieu liquide se déposent sur une surface. (2) celles-
ci s’organisent en amas (adhésion réversible). (3) encrage irréversible des cellules sur la
surface via des appendices cellulaires et les exopolymeres autoproduits. (4) Maturation du
biofilm, acquisition d’une structure tridimensionnelle. (5) En fin de maturation, un certain
nombre de cellules retournent a I’état planctonique et peuvent former plus loin un nouveau

biofilm.
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1-2.1 Adhésion
La premiére étape de la formation d’un biofilm est I’adsorption des molécules
en solution liquide ou sur surface inerte (phénomene rapide). (Fournier et.

Hooper 2000).

L’adhésion bactérienne sur une surface peut étre décrite comme un processus
en deux étapes successives : une premicre étape physique, instantanée et
réversible qui est I’étape d’attachement des bactéries sur la surface. Les
microorganismes vont pouvoir adhérer a la surface par des liaisons
physicochimiques (interactions électrostatiques, de Van Der Waals ou
hydrophobes lorsque les interactions sont gouvernées par 1I’entropie) et par des
interactions liées au mouvement brownien (i.e. mouvements incessants et
aléatoires en solution) (Van et al., 1988). Une seconde étape non instantanée liée
a la physiologie des bactéries (nécessitant que les liaisons créées entre les
bactéries et la surface durant 1’étape d’attachement soient maintenues et

consolidées), irréversible du point de vue chimique et cellulaire.

Par ailleurs, I’un des facteurs influengant I’adhésion bactérienne est 1’adsorption
protéique. En effet, la surface d’une protéine présente des groupements
hydrophobes et hydrophiles, chargés positivement et/ou négativement, des
régions polaires et apolaires. Différentes interactions auront donc lieu entre la
protéine et la surface suivant leurs caractéristiques physico-chimiques respectives
(Figure 3). Ceci peut amener a une dénaturation de la protéine (destruction de la
structure tertiaire) ou a un changement de sa conformation au contact avec la

surface (Larsericsdotter et al., 2005).

Outre les caractéristiques propres des bactéries, 1’adhésion bactérienne est
influencée par de nombreux autres facteurs (Katsikogianni et Missirlis, 2004).
Parmi ceux-ci, figurent la nature de la surface du point de vue acido-basique et la
présence éventuelle de charges, qui si elles existent jouent un rdle important par

rapport aux simples forces de van der Waals qui sont plus faibles (Speranza et
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al., 2004). Un autre facteur a prendre en compte est la rugosité de la surface : les
irrégularités d’une surface, la présence de trous et ’augmentation de la porosité
sont trois facteurs augmentant le nombre de bactéries adhérant a la surface

(Scheuerman et al., 1998).

groupes polaires

_~ groupes hydrophobes

N groupes chargés

Solution
P
afalale groupes polaires
'\,:J (AL,
Interface SO0 e— CES00C | | | | s groupes hydrophabes
Solide

Source : (Larsericsdotter et al., 2005)
Figure 3 : Adsorption protéique sur une surface. L’ adsorption des protéines sur une

surface (accumulation de protéines) conduit a la formation d’un film sub-, mono- ou

multicouche qui peut étre « conditionnant ».
1-2.2 Colonisation

Dés I’adhésion, les micro-organismes se multiplient et stimulent la synthése des
polyosides entrant dans la composition des polymeres exocellulaires du biofilm,
dits exopolymeres. L’adhésion qui produit ces exopolymeres aboutit a la
formation d’une matrice de substances polymériques exocellulaires ou
extracellulaires (EPS). Les micro-organismes sont interpénétrés dans cette
matrice et constituent un « tissu » avec des échanges entre strates de bactéries par
la circulation de nutriments. La production d’exopolymeéres n’a lieu que si le
micro-organisme possede I’information génétique correspondante. Par exemple,
Pseudomonas aeruginosa active 1’expression d’un gene promoteur algC des que
son adhésion en biofilm est effectu¢ée pour la formation d’une matrice faite

d’alginates (Davies et al., 1993). L’arrét de la multiplication bactérienne ne
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correspond pas a un arrét de la formation du biofilm. L’activité energétique sous
forme d’ATP est toujours présente 4 mois apres ’arrét de la multiplication
bactérienne (Van der et al., 1989). La croissance d’un biofilm peut se faire sur
des mois et des années. La formation du biofilm aboutit a des structures en

fonction des conditions de croissance du milieu.

Dans des conditions favorables, lorsque les micro-organismes sont fixés de
maniere irréversible au support, les cellules peuvent se multiplier, proliférer et
interagir entre elles (Bellon-Fontaine et al., 2008). Il y a alors accroissement de
la biomasse et production de métabolites sécrétés par les micro-organismes. Cette
phase de croissance est caractérisée par trois étapes, a savoir (i) une phase
dynamique de croissance, (ii) une phase linéaire de croissance, qui traduit une
évolution a taux constant et maximale du biofilm et (iii)) une phase de
ralentissement, qui correspond a un début d’équilibre du biofilm entre le taux de
multiplication et d’accumulation des micro-organismes et le taux de détachement
de matiere. Enfin, en plus de la multiplication des cellules constitutives du
biofilm, la croissance de ce dernier peut également Etre attribuée a des cellules

planctoniques venant s’adhérer a sa surface (Boutaleb 2007).

1-2.3 Maturation

La phase de maturation du biofilm se caractérise par une augmentation de la
taille de la structure via la multiplication cellulaire et la synthése importante des
EPS. Le biofilm va alors acquérir une structure tridimensionnelle, par exemple,
celle dite en « champignon » retrouvée chez des biofilms a Pseudomonas
aeruginosa. (Davey et al., 2003). Ainsi, les EPS, principalement des
polysaccharides, des protéines, des lipides et de I’ADN extracellulaire, forment
une matrice dont la cohésion et la stabilit¢é mécanique jouent un réle crucial dans
le maintien du micro-consortium (Flemming et Wingender, 2010; Flemming et
al., 2016). La matrice ainsi formée constitue I’environnement proche de la

communauté microbienne ; elle favorise son développement par ses
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effets de protection (role de barriere de diffusion) et de sorption (rétention de
composés). Les EPS interagissent en effet entre eux, ainsi qu’avec les molécules
organiques ou inorganiques du milieu environnant, rendant encore bien plus
complexe la composition chimique du biofilm. Le potentiel de croissance d’un
biofilm bactérien est ainsi conditionné par la disponibilité en nutriments, la
diffusion de ces nutriments et 1I’évacuation des déchets (Dunne, 2002). Les EPS
permettent non seulement la rétention d’eau, d’exo-enzymes ou de composés
nutritifs, qui sont utiles pour les cellules du biofilm mais ils tiennent également
un role de barriecre a la diffusion de biocides qui pourraient &tre néfastes

aux cellules bactériennes.

1-2.4 Dispersion

Un cycle de croissance et de détachement cellulaire, historiquement baptisé «
sloughing » par les Anglo-saxons, en référence a la mue des serpents, s’établit
suite a I’étape de maturation. Le détachement des bactéries peut étre vu comme
un phénomene actif qui interviendrait suite a un stress nutritionnel (Kirov et al.,
2005). Les bactéries se détacheraient alors de maniere volontaire pour repasser
dans un mode de vie planctonique afin de trouver de meilleures ressources en
colonisant de nouvelles surfaces (O’Toole et al., 2000 ; Sauer et al., 2004). Ce
détachement bactérien est précédé d’une nouvelle synthése de flagelles chez les
bactéries (Kirov, 2007). Le détachement des bactéries peut aussi s’effectuer de
maniere passive et étre di au mouvement de fluides provoquant les phénomenes
d’érosion (pertes de petites molécules) ou de « desquamation » (pertes de
biomasses importantes) (Picioreanu et al., 2001). D’une maniére générale, les
forces de cisaillement, la multiplication cellulaire et une dégradation enzymatique
semblent contribuer favorablement a la dispersion des micro-organismes. Le c-di-
GMP semble également jouer un rdle significatif dans cette étape de dispersion,
comme cela a ét€ montré chez Pseudomonas putida (Morici, 2007). Cette
capacité des bactéries sessiles a quitter le biofilm leur permet de trouver une autre

niche a coloniser.
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1-3 Développement de biofilms en milien naturel : avantages et

inconvénients
1-3.1 Avantages

1-3.1.1 Pour les microorganismes eux-mémes

La vie communautaire (sous-forme de biofilms) protege les micro-organismes
qui y participent en leur conférant de nombreux avantages : coopération dans
certains systemes cataboliques, synergies entre micro-organismes, expressions
phénotypiques de facteurs de résistance lors de situations de stress (Costerton et
al. 1999 ; Tomlin et Wang. 2005, Glinel et al., 2008). Quelques études
moléculaires récentes menées sur les biofilms ont montré des modifications de
I’expression génétique et des phénotypes entre les formes planctoniques et
sessiles. Ces changements permettent d’expliquer 1’adaptation des biofilms a des
conditions environnementales stressantes et 1’acquisition d’avantages évolutifs
(Clutterbuck et al., 2007, Goller et Romeo 2008). Ainsi, les bactéries
composant un biofilm sont plus résistantes a la réponse immunitaire de 1’hdte et
aux agents antibactériens que leurs congéneres vivant sous forme planctonique

(Clutterbuck et al., 2007).
1-3.1.2 Pour des activités humaines

a- Traitement des eaux usées
Les biofilms sont utilisés dans des procédés d’autoépuration des lacs et le
systéme de boues activées dans certaines stations d’épuration. Ce phénomene est
facilité par la capacité des microorganismes a dégrader les polluants présents dans
les effluents. Certaines bactéries, présentes dans des cours d’eau ou des lacs jouent
un role non négligeable dans le cycle des métaux, dont elles sont en mesure de

réduire les concentrations dans I’eau. (Wanner et Bauchrowitz 2006).
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b- Domaine industriel
Les biofilms bactériens peuvent étre utiles de par leurs propriétés de synthese
de certaines substances chimiques (éthanol, poly-3-hydroxybutyrate,
benzaldéhyde, plastiques) ou encore par leurs proprié€tés €lectriques qui en font de

bons candidats pour les bio-piles (Wanner et Bauchrowitz 2006).
1-3.2 Problemes engendrés par les biofilms

1-3.2.1 Au plan sanitaire

Les biofilms peuvent constituer un probleme majeur pour la santé humaine, de
nombreux cliniciens les citant comme la cause de diverses infections bactériennes
chroniques (Parsek et Fuqua, 2003). Les cellules bactériennes sont protégées par
la croissance dans un biofilm et, bien que les anticorps produits en réponse aux
antigenes du biofilm puissent éliminer les cellules planctoniques diffusées du
biofilm, ils ne peuvent pas atteindre les cellules sessiles dans le biofilm et peuvent
endommager les tissus environnants (Costerton et al., 2003). De méme, les
antibiotiques ne parviennent souvent pas a éradiquer les biofilms, ne supprimant
que les symptomes d'infection en détruisant les cellules planctoniques (Stewart
et Costerton, 2001). En conséquence, les infections chez les animaux et les
humains peuvent persister pendant des années avec des symptomes récurrents
apres chaque période de traitement antibiotique jusqu'a ce que la surface colonisée
soit retirée chirurgicalement. Par ailleurs, Certaines bactéries telles que
Streptococcus mutans, Streptococcus mitis, Streptococcus sanguis, sont
responsables de la formation de la plaque dentaire. La plaque dentaire est définie
comme un ensemble hétérogene adhérant a la surface des dents ou logé dans

I’espace gingivo-dentaire (Gibbons et van Houte 1975).

1-3.2.2 Au plan industriel
Le domaine de I’industrie agro-alimentaire n’échappe pas a la problématique
des biofilms. Ainsi, les produits alimentaires sont le plus souvent exposés aux

dégradations et altérations par les microorganismes se développant en biofilms.
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Ils sont présents dans tous les secteurs : laiteries, brasseries, meuneries, sucreries,
salaisonneries, etc. Parmi les bactéries affectant ’hygiene alimentaire, le cas de
Listeria monocytogenes est le plus souvent évoqué. Ce germe responsable de
listériose est capable de coloniser des surfaces en quelques heures entre deux
procédures de nettoyage (Jeyasekaran et al., 2000). Dans I’industrie pétrolicre
par exemple, la colonisation des systémes d’injection d’eau peut entrainer une
acidification du pétrole qui devient alors inutilisable. Les canalisations d’eaux
potables sont sujettes au développement des biofilms qui ne peuvent Etre

totalement éliminés par 1’ajout de chlore (Coester et Cloete, 2005).
1-3.2.3 Au plan environnemental

a- Environnement terrestre
Les phénomeénes tels que la dégradation des batiments et D’altération de
nombreuses surfaces qu’elles soient naturelles ou artificielles, tirent leur origine
du développement des biofilms. Ceci génere évidement un impact économique

important (Wanner et Bauchrowitz 2006).

b- Environnement marin

Les effets indésirables des biofilms en milieu marin concernent surtout les
navires. En effet, la formation de biofilms sur les coques de bateaux appelée
phénomene de « biofouling » conduit a une augmentation de force de friction, une
diminution de la vitesse des bateaux et des surcolits énergétiques considérables
(Coester et Cloete, 2005). Les corrosions provoquées par les biofilms peuvent
conduire a la perforation des coques de bateaux (Wanner et Bauchrowitz 2006).
Ce phénomeéne engendre d’énormes conséquences aussi bien économiques

qu’écologiques (Lejars et al., 2012).

1-3.2.4 Problémes économiques
Le développement du biofilm et/ ou du biofouling sur les coques des navires

engendre d’énormes incidences ¢conomiques. En effet, la présence de biofilms
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provoque la rugosité des coques des bateaux entrainant ainsi un accroissement de
la trainée hydrodynamique. Selon Shultz et al., en 2007, cette trainée varie en
fonction de I’épaisseur de la salissure. Ceci engendre la diminution de la vitesse
de navigation d’ou une élévation de la consommation de carburant et donc du cofit
opérationnel des navires (Shultz et al., 2011). Les colits primaires issus de
I’augmentation de la consommation de carburant due au biofouling pour toute la
classe de navires militaires DDG-51 ont ét€ estimés a environ 56 millions de

dollars par an (Salta et al., 2013).

1-3.2.5 Problémes écologiques

Le développement de biofilm ou biofouling dans le milieu marin engendre un
grand nombre d’incidences écologiques. En effet les biofilms provoquent une
forte consommation du carburant par les navires. La consommation abusive de
carburant engendre ainsi 1’émission de composés nocifs et de polluants toxiques
constituant un danger pour les organismes marins. Un autre danger qui mine
I’environnement marin est [’émission des biocides incorporés dans les
revétements antifouling. Ceci a un effet néfaste sur les organismes marins
(Preston et Shackelford, 2002). Le biofouling associé aux bateaux (coques,
ballasts) engendre ¢galement une importante délocalisation d’espéces marines qui
peuvent provenir des différentes régions du globe. En effet, dans plusieurs zones
marines, 1’on assiste a une invasion d’especes exotiques ce qui affecte la valeur
environnementale et sociale ainsi que la stabilit¢ de ces zones. Une autre des
conséquences concerne les capteurs immergés pendant des temps tres longs en
milieu marin qui perdent du fait de 1’obstruction leur fonctionnalité initiale. De
méme, les caméras sous-marines perdent également leur efficacité en raison de

voile biologique qui se développe sur la partie optique (Langumier et al 2010).
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2- Méthodes de lutte contre les biofilms

2-1 Principales techniques de détection et de quantification des biofilms sur
une surface abiotique
2-1.1 Techniques de détection et quantification des biofilms en
microplaques
2-1.1.1 Tests colorimétriques

Test au cristal violet : la coloration est I'une des premieres méthodes adoptées
pour la quantification de la biomasse des biofilms (Christensen et al., 198S ;
Stepanovic et al., 2000). En bref, cette méthode est basée sur la coloration des
molécules chargées négativement par un colorant basique de couleur violette
appelé cristal violet (CV). Celui-ci se lie indifféremment aux bactéries chargées
négativement et les polysaccharides de I’EPS (Maki et al., 1977). Apres
coloration le CV absorbé est élué¢ en utilisant un solvant (I’éthanol ou I’acide
acétique). La quantit€é de colorant solubilisé par le solvant (mesuré par
I’absorbance optique a 590 nm) correspond a la taille du biofilm. Cette méthode
comporte néanmoins quelques insuffisances a savoir sa faible reproductibilité du
fait de nombreuses étapes qu’elle implique. De plus, parce que les cellules
vivantes et mortes ainsi que la matrice de biofilm sont colorées par CV, cette
méthode ne fournit aucune information sur la quantité réelle de bactéries vivantes
mais il peut €tre adapté pour évaluer une efficacité globale anti-biofilm sans
distinguer la croissance de la production de matrice. Pour évaluer la croissance
bactérienne, le biofilm doit étre détaché des surfaces et les bactéries énumérées
par les méthodes conventionnelles des UFC (unités formant colonies). Cette
approche implique la réalisation de dilutions en série et de dépdts des suspensions
sur des boites de milieu de croissance afin de déterminer en énumérant les
colonies, la concentration des bactéries initialement présentes dans 1’échantillon.
La procédure de détachement est le point faible de toutes ces méthodes puisque

selon son efficacité elle peut affecter les résultats (Bouza et al., 2005).
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Pour surmonter le faible rendement en détachement, d'autres méthodes ont été
adoptées comme la sonication en s’assurant qu’elle ne tue pas elle-méme des
bactéries en présence ni leur croissance sur boite de milieu gélosé. (Bouza et al.,
2005 ; Widmer et Frei, 2003). De plus une partie des bactéries peut parfois en
biofilm étre sous une forme dormante ou VBNC (viable mais non cultivable), qui
ne sera pas prise en compte dans I’énumération des bactéries par UFC. Enfin, du
fait de nombreuses étapes de resuspension, décollement, dilution et culture sur
boite, les numérisations des UFC peuvent montrer une valeur d’écart type trés

élevée.

Test au Bleu de 1,9-diméthylméthylene (DMMB) : Il s'agit d'un test
colorimétrique utilis€ pour quantifier spécifiquement le biofilm issu de
Staphylococcus aureus en utilisant le bleu de 1,9-diméthylméthylene (DMMB)
(Toté et al., 2008). En bref, cette méthode tient compte du fait que le constituant
principal d’EPS des biofilms de S. aureus est le polysaccharide intercellulaire
(PTA), composé de N-acétylglucosamine 1ié a la poly-B-1,6 (Gotz, 2002). Le PIA
a donc été considéré par certains auteurs comme une cible logique pour la
détection du biofilm de S. aureus. Compte tenu du fait que le colorant cationique
DMMB est couramment utilis€ pour détecter spécifiquement les
glycosaminoglycanes (GAG) dans les échantillons biologiques (Barbosa et al.,
2003) et compte tenu de la similarité structurelle entre PIA et GAG, le DMMB a
été utilisé pour la détection spécifique des EPS des biofilms de S. aureus. Apres
complexation de DMMB avec des polysaccharides du biofilm de S. aureus, la
quantité de colorant DMMB libérée apres solubilisation peut étre quantifiée de
maniere spectrophotométrique, donnant une information sur la quantité de matrice
produite par la bactérie. Cette méthode est facile a réaliser, économique et
nécessite peu de temps d'exécution. La principale limitation de cette méthode
semble €tre qu'elle est limitée aux rares especes bactériennes (c'est-a-dire certains
S. aureus) possédant du PIA dans la matrice du biofilm. De plus, ce test fournit

des informations médiocres et inexactes sur la quantité de bactéries vivantes. Pour
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surmonter cette derniere limite, les auteurs proposent de combiner le test DMMB
décrit avec une expérience complémentaire utilisant la résazurine (test décrit ci-
apres) pour déterminer le nombre de bactéries viables dans le biofilm, rendant

ainsi le test plus complexe et plus long (Toté et al., 2008).

Test LIVE / DEAD : cette méthode repose sur 'utilisation de deux colorants
différents pour la liaison aux acides nucléiques. Le premier colorant est le Syto9
(488 nm), capable de traverser toutes les membranes bactériennes et de se lier a
I’ADN des bactéries a Gram négatif. Le deuxieme colorant est l'iodure de
propidium qui ne traverse que les membranes bactériennes endommagées. Les
¢chantillons sont observés entre lame et lamelle en utilisant une microscopie a
EPI fluorescence pour évaluer la population bactérienne vivante et morte. Le
principal inconvénient de cette méthode est la nécessité d'observer une partie de
I'échantillon statistiquement pertinente, représentative de la population totale. En
tout état de cause, comme il est impossible de compter la totalité des cellules
bactériennes, la méthode ne fournit que des résultats semi-quantitatifs (Boulos et

al., 1999 ; Jin et al., 2005).

Dosage a la Fluorescéine di-acétate (FDA). Cette technique utilise un
marqueur incolore et soluble dans la membrane cellulaire, la fluorescéine-di-
acétate (FDA). Apres son passage a travers la membrane bactérienne, la FDA est
hydrolysée (a I’intérieur de la cellule) par les estérases cellulaires en fluorescéine
qui fluoresce dans le jaune. Le signal peut étre mesuré par spectrophotométrie.
Les cellules mortes ne sont pas capables de métaboliser la FDA, de sorte qu'il n'y
a pas de signal fluorescent. Cette méthode a été utilisée pour quantifier la
croissance du biofilm Candida albicans a la surface des disques en silicone. La
fluorescence de C. albicans a été mesurée a l'aide d'un lecteur de plaques équipé
de filtres d'excitation et d'émission de 486 nm et 535 nm, respectivement
(Honraet et al., 2005 ; Tawakoli et al., 2012). Bien que facile a réaliser et peu

coliteuse, cette méthode présente un champ d’examen limité du fait de I’épaisseur
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du biofilm mature. Elle ne présente que des résultats semi-quantitatifs car la
fluorescéine ne pouvant totalement traverser la matrice du biofilm (Tawakoli et

al., 2012).

2-1.1.2 Tests métaboliques

Test a la résazurine : la résazurine (7-hydroxy-3H-phénoxazin-3-one-10-
oxyde) est un colorant qui n'endommage pas les cellules vivantes. La résazurine
bleue est non fluorescente, et est également connue sous le nom de bleu Alamar,
elle peut étre réduite par ’activité métabolique cellulaire et convertie en
résorufine qui est un composé rose fluorescent (processus irréversible) pour
atteindre un état incolore complétement réduit toujours sous 1’action des cellules
vivantes (processus réversible). La résorufine rose-fluorescente peut étre mesurée
par spectrophotométrie. Dans de nombreuses €tudes sur les antimicrobiens, la
résazurine a été utilis€ée pour détecter ces microorganismes et pour quantifier la
proportion de cellules viables dans le biofilm (Punithavathy et al., 2012 ;
Peeters et al., 2008). Cependant, certaines limitations doivent &tre prises en
compte. Ce test est tres sensible a I'efficacité respiratoire bactérienne, elle-méme
liée a la phase de croissance, a I'age et a I'épaisseur du biofilm microbien. De plus,
le temps de réduction de la résazurine étant lié a 'espece et a la souche, certaines
conditions expérimentales sont difficiles a normaliser. Une diminution de la
réduction de la résazurine a été décrite en présence de composés antibactériens,
réduisant ainsi la fiabilité de cette méthode dans les recherches sur les biofilms

(Mariscal et al., 2009 ; Sandberg et al., 2009 ; Skogman et al., 2012)

Test au 2,3-bis  (2-méthoxy-4-nitro-5-sulfophényl)-5—phénylamino
carbonyl - Sel d'hydroxyde tétrazolium (XTT) : Comme décrit ci-dessus pour
le dosage de la résazurine, cette méthode implique également 1’utilisation d’un
indicateur redox pour dénombrer les cellules viables sur le plan
spectrophotométrique dans le biofilm. En bref, cette méthode repose sur le fait

que le métabolisme respiratoire microbien des cellules viables est capable de
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réduire le 2,3-bis (2-méthoxy-4-nitro-5-sulfophényl)-5-[(phénylamino) carbonyl]
- Sel d'hydroxyde de tétrazolium 2H (XTT) a un formazan soluble dans l'eau. Le
nombre de bactéries viables dans le biofilm peut €tre déduit de la mesure de
I'absorbance du surnageant apres la réduction métabolique du XTT (Adam et al.,
2002). Les principales limites de cette méthode sont liées a la complexité et a
I’hétérogénéité de la structure et de la composition du biofilm montrant un
métabolisme a différents gradients et a la prédisposition du biofilm mature a
ralentir ou partiellement conserver la réduction et la libération de XTT et de

formazan, respectivement (Honraet et al., 2005).

2-1.1.3 Tests moléculaires

Test PCR et qRT-PCR : la réaction en chaine de la polymérase (PCR) est
largement utilisée comme méthode de diagnostic. Cette méthode permet
d'identifier efficacement la présence de séquences génétiques spécifiques liées a
des especes bactériennes individuelles, y compris lorsqu’elles sont en biofilm.
Néanmoins, la PCR et la qPCR en tant que telles ne conviennent pas aux études
quantitatives du biofilm et, étant donné qu’elles amplifient indifféremment I’ADN
des cellules viables et des cellules mortes elles ne peuvent pas étre utilisées pour
le dénombrement des cellules vivantes. Pour surmonter ces problemes, une
transcription inverse en temps réel PCR (PCR en temps réel) a été adoptée. La
gRT-PCR est I'une des techniques d'analyse génique les plus puissantes et les plus
sensibles actuellement disponibles. Alors que dans 1'analyse PCR traditionnelle,
les résultats sont collectés a la fin de la réaction, lors du qRT-PCR, le signal
fluorescent est mesuré en temps réel a chaque cycle d'amplification et est
directement proportionnel au nombre d'amplicons générés. De plus, comme la
PCR amplifie tous les ADN présents dans 1'échantillon, ' ARNm bactérien qRT-
PCR, présentant une courte durée de vie, a été proposé comme indicateur
prometteur de la viabilité cellulaire (Sheridan et al., 1998) afin de quantifier un
microorganisme spécifique dans le biofilm (Warwick et al., 2004 ; Guilbaud et

al., 2005). Cependant, une méthode plus récente, a permis de détecter Legionella
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pneumophila. Cette méthode se base sur la détection de la région précurseur de la
séquence de I'ARNr 16S de L. pneumophila a I’aide de sondes spécifiques. En
plus de I’amplification de la région ARNr 16s, une détection par q-PCR L.
pneumophila a partir d’extraits d’ARN, a été possible (Boss et al., 2018)

Les inconvénients de cette méthode sont li€s a la préparation des échantillons
qui doivent étre exempts de contaminants et / ou d'inhibiteurs de PCR et au choix
de la séquence d'amorces pour surmonter 'amplification de la séquence génique
non fonctionnelle aux fins de 1'enquéte. L’autre limitation de cette méthode est
due aux colts €levés et a la difficulté d'exécution, nécessitant un équipement

scientifique coliteux et un personnel technique qualifié.

Test a I’hybridation par fluorescence in situ (FISH): la technique
d'hybridation par fluorescence in situ (FISH) est une approche utilisant des sondes
oligonucléotidiques marquées par des marqueurs fluorescents. Ces sondes
peuvent etre spécifiquement congues pour lier le gene de I'ARNTr, particulierement
abondant dans les cellules viables ou pour lier une molécule représentative d'une
cible d'intérét spécifique. Grace a l'approche génétique, cette méthode peut
¢galement étre adoptée pour des études sur le biofilm multi-especes. Il convient
de noter que I’approche FISH peut détecter des bactéries ou des bactéries viables
mais non cultivables (VNBC) présentant un faible métabolisme (dormant) dans le
biofilm. En combinant la technique FISH avec la microscopie confocale a
balayage laser, il est possible d'identifier et de visualiser topographiquement
différentes especes dans un biofilm multispécifique. Les principales limites sont
liées a la procédure de préparation complexe et au fait que la technique prend du
temps et est coliteuse (Thurnheer et al., 2004 ; Machado et al., 2012). De plus,

cette technique fournit des résultats de haute qualité.

2-1.1.4 Test magnétique
Une technique de quantification de biofilm, le Biofilm Ring Test® (BFRT®) a

été mise au point sur la base de la mobilité de microbilles magnétiques ajoutées

Thése de GOZOUA Emmanuel 2015-2018 23



au sein de la matrice des biofilms (Brian-Jaisson et al., 2014 ; Chavant et al.,
2007). Le BFRT® permet d’évaluer la quantité de biofilm bactérien formé en
microplaques en mesurant la mobilité des microbilles apres aimantation du centre
du puits de la microplaque. En absence de biofilm, les microbilles sous I’influence
du champ magnétique migrent au centre du puits et forment un spot foncé. S’il y
a formation d’un biofilm, les microbilles sont piégées dans la matrice
extracellulaire et ne peuvent pas migrer au centre du puits lors de I’aimantation.
Pour obtenir une mesure quantitative de la migration concentrique des

microbilles, les microplaques sont scannées avec un lecteur développé par Biofilm

Control®.
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Source : (Briand-jaisson et al., 2014)

Figure 4 : Représentation schématique du test de quantification du biofilm

par la technique du BFRT. L’absorbance 4 600 nm d’une culture bactérienne en début
de phase stationnaire a été ajustée a 1 puis la culture a été diluée au 1/250eme dans du milieu
contenant 0,004 % (v/v) de Tween® 20 et 10 pL/mL de solution de microbilles (TONOO6N)
vendues spécifiquement pour ce test. Ensuite, 200 pL. de cette suspension ont été€ déposés dans
les puits de barrettes spécifiques puis incubés 24 h, 48 h ou 72 h a 20°C, sans agitation. Les
résultats ont été exprimés en Index de Formation de Biofilm (A BFI). (Briand-jaisson et al.,

2014).
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2-1.1.5 Test radioactif
C’est une méthode de quantification de biofilm ou de I’activité métabolique des
bactéries du biofilm en microplaque, basée sur 1’incorporation de substances
radioactives, telles que la ['*C] leucine ou la [°H] thymidine. L’utilisation d’un
radiotraceur par les bactéries donne en effet une idée sur leur activité métabolique,
ce qui se traduit par un marquage des bactéries elles-mémes. Des trois méthodes

précitées, Vesterlund et al., 2005 ont montré qu’elle était la plus sensible.

2-1.2 Techniques physiques de détection et quantification des biofilms

Test  Désorption-Electro-Pulvérisation-Ionisation (DESI) et la
spectrométrie de masse (SM) : La SM est une technique analytique puissante
utilisée pour quantifier les matériaux connus et révéler les propri€¢tés chimiques
de différentes molécules. Dans cette méthode, la substance a étudier est traversée
par un faisceau d’¢électrons de sorte que toutes les molécules sont ionisées avec la
production d’ions gazeux. Les ions sont ensuite séparés dans le spectromeétre de
masse et sont caractérisés par leurs rapports masse / charge et leurs abondances
relatives. Les données fournissent un spectre de masse typique de chaque
composé car il est directement 1i€ a sa structure chimique. Cette technique a des
chances qualitatives et quantitatives de pouvoir identifier et quantifier des
composés inconnus. Pour surmonter ce probleme, la SM est couplée a la DESI.
L'analyse par spectrométrie DESI est effectuée a la pression atmosphérique et
I'échantillon est maintenu dans les conditions ambiantes (Machado et al., 2012 ;
Song et al., 2009). C’est une analyse non destructive d’échantillons complexes
permettant la caractérisation chimique du biofilm microbien dans différents états
et conditions de croissance (Sauer et al., 2002). Cependant, les méthodes SM et
DESI sont des méthodes cofiteuses et chronophages et nécessitent un équipement

de pointe ainsi qu’un personnel qualifié.
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2-1.3 Techniques microscopiques de détection et quantification des
biofilms

Microscopie confocale-RAMAN (CRM) : en spectroscopie Raman, un
faisceau laser électromagnétique de longueur d'onde connue atteint I'échantillon
a analyser. En mesurant son rayonnement diffusé et le décalage d'énergie, on peut
obtenir des informations sur les caractéristiques chimiques de 1'échantillon
(Yuangqing et Tong, 2012). En utilisant la spectroscopie Raman, des informations
peuvent étre acquises sur les empreintes chimiques de différents biofilms.
Cependant, une enquéte en profondeur dans I'épaisseur du biofilm est un défi
difficile (Yuanqing et Tong, 2012 ; Pitzold et al., 2006). La principale
limitation est li€ée a la mise en place de conditions expérimentales permettant

d'obtenir des signaux de haute qualité.

Microscopies électroniques : la microscopie électronique tire parti de la
résolution supérieure permise par l'utilisation d'un faisceau d'électrons, c'est-a-
dire de longueur d'onde courte et rayonnement de haute énergie. La microscopie
¢lectronique a transmission (TEM) montre une capacité unique d'imagerie de
l'intérieur des biofilms et des caractéristiques intracellulaires, mais nécessite que
I'échantillon soit préparé sous forme de tranches ultra-minces (Ridgway et al.,
1983 ; Allan-Wojtas et al., 2010). Inversement, la microscopie électronique a
balayage (MEB) a été largement utilisée pour visualiser la surface des
microcolonies dans les biofilms (Maclean et al., 2008 ; Alhede et al., 2012). De
plus, la MEB peut étre utilisée en synergie avec le faisceau ionique focalisé (FIB).
Ce dernier permettant le broyage de certaines zones de I’échantillon, cela permet
d’étudier I’intérieur des biofilms en enlevant les couches superficielles exposées
et/ou en coupant les sections (Maclean et al., 2008, Wallace et al., 2011). De
plus, la spectroscopie de rayons X a dispersion d’énergie (EDX) permet
d’acquérir des spectres de composition locaux et des cartes de cellules
bactériennes et de biofilms (Ridgway et al., 1983 ; Shiekh et al., 2006). La

principale limitation de la MEB réside dans la nécessité de préparer des
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échantillons fastidieux pour déshydrater et les rendre appropri€s aux opérations
sous vide. Dans ce cas, I'échantillon peut étre rapidement congelé de sorte que les

structures bactériennes vulnérables soient préservées (Karcz et al., 2012).

Microscopie aux rayons X (XM) : l'échantillon est illuminé par un
rayonnement doux focalisé aux rayons X, mono- ou poly-chromatique. Il a été
prouvé que différents XM permettent une imagerie a haute résolution et une
cartographie de la composition d'échantillons biologiques sans préparation
spécifique et avec des dommages de rayonnement réduits par rapport a la XM. En
particulier, la microscopie a rayons X a transmission par balayage (STXM) a été
largement utilisée pour étudier la composition des cellules bactériennes et des
biofilms avec une résolution nominale de 25 nm (Maclean et al., 2008). La
STXM peut également fonctionner en synergie avec d'autres méthodes basées sur
les rayons X, telles que la fluorescence des rayons X. En particulier, ces deux
techniques ont été utilis€ées récemment pour détecter l'arsenic dans des bactéries
d'eau douce oxydant le Fe (II) (Hitchcock et al., 2012). De toute évidence, le
besoin d'instruments complexes et colteux représente la limite majeure a la

diffusion des techniques

Microscopie a sonde et balayage : la topographie de 1'échantillon est
reconstruite en analysant le signal provenant d'une sonde tranchante a dimension
nanométrique, qui analyse 1'échantillon a proximité de sa surface. Parmi les
techniques SPM (scanning probe microscopy), la microscopie a force atomique
(AFM) est la plus répandue pour la caractérisation d'échantillons
microbiologiques tels que les cellules bactériennes et les biofilms. L'AFM permet
une haute résolution a 1'échelle du nanometre, une analyse non destructive, des
opérations a la fois dans l'air et dans l'eau, et ne nécessite aucune préparation
d'échantillons spécifique. En raison de ces caractéristiques, I’AFM a été utilisé
pour visualiser la surface de bactéries et du biofilm (Bolshakova et al., 2001),

ainsi que pour surveiller (également en temps réel) les processus liés a la
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multiplication bactérienne (Beech et al., 2002), production EPS (Pantanella et
al., 2011) et la prédation, par exemple, par Bdellovibrio bacteriovorus et

Escherichia coli (Nunez et al., 2003).

2-2 Stratégies antifouling (AF)

2-2.1 Historiques et définitions

Les Phéniciens (1500-300 av. J.-C.) sont crédités de la premiere avancée sous
la forme de feuilles de plomb et de cuivre pour empécher la formation de biofilm
bactérien sur leurs bateaux en bois (WHOI, 1952). Vers la fin du XVIlle siecle
et jusqu'au XIXe siecle, des revétements contenant du cuivre, de l'arsenic et du
mercure étaient de plus en plus utilisés sur les coques de navires (WHOI, 1952).
Le cuivre €tait un biocide efficace et largement utilisé, mais son efficacité était
relativement courte, de sorte que le nettoyage et la réplication de la peinture

étaient fréquents tous les dix-huit mois (Dolmetsch et al., 1998).

Ainsi, le principe des stratégies antifouling (AF) consiste a éliminer les
organismes vivants qui se fixent sur les surfaces immergées griace a la libération
de substances nocives. La principale stratégie AF consiste en [’utilisation de
revétements afin d’empécher la fixation des organismes marins sur les coques des
navires. (Dafforn et al., 2011). Plusieurs approches AF utilisant divers types de
biocides ont été développées jusqu’a ce jour, allant des composés chimiques, aux
analogues synthétiques de molécules naturelles. L’utilisation généralisée des
peintures AF a couvrir 70% de la flotte mondiale actuelle, a conduit a d’énormes

retombées économiques (Champ, 2003 ; Yebra et al., 2004).

2-2.2 Utilisation des composés chimiques a caractere toxique

2-2.2.1 Tributylétain (TBT)

Avec la découverte de ’efficacité antifouling des TBT, le biofilm de la coque
était considéré comme un probleme du passé (Minchin et Gollasch, 2003). Le

TBT a été utilisé pour la premicre fois dans les systemes d’eau douce pour
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éradiquer les mollusques abritant le ver parasite Schistosoma. A partir du début
des années 1960, le TBT a été introduit comme biocide dans les peintures marines
AF (Lewis, 1998). Initialement, le TBT était incorporé dans les peintures
conventionnelles qui reposaient sur une lixiviation passive a partir d’une matrice
soluble ou une lixiviation par contact pour libérer des substances toxiques de
surface (Lewis, 1998). Les peintures classiques avaient une durée de vie limitée
d'environ deux ans et ont été remplacées dans les années 1970 par des peintures
autopolissantes (durée de vie> 5 ans). Dans les peintures SPC (Self Polishing
Coating), le copolymere TBT fournit a la fois la matrice de biocide et de peinture,

hydrolysant dans I’eau de mer pour libérer le TBT.

Les autorités ont pris conscience pour la premiere fois des problemes li€s au
TBT au début des années 80, lorsque plusieurs exploitations ostréicoles en France
ont connu des déclins importants diis a la réduction du développement larvaire et
aux malformations de la carapace affectant 80 a 100% des huitres (Alzieu et al.,
1986). L'utilisation du TBT a ensuite été interdite sur les navires de moins de 25
meres en France (Alzieu et al., 1986). Cette interdiction visait principalement les
bateaux de plaisance car ils passaient de longues périodes dans des marinas
fermées et étaient donc percus comme le principal facteur de contamination par
le TBT via le lessivage passif (Alzieu et al., 1986). Cela a entrainé des restrictions
sur les petits navires au Royaume-Uni (1987), aux Etats-Unis (1988), au Canada
(1989), en Australie (1989) et dans I'UE (1989). Les navires de commerce ont
continué a utiliser le TBT, bien que ceux-ci soient généralement limités a
I’utilisation de systemes SPC a faible taux de libération de TBT. En novembre
2001, I’Organisation maritime internationale (OMI) a interdit 1’application du
TBT a tous les navires apres le 1 janvier 2003 et exiger son absence comme
revétement actif sur tous les navires apres le 1° janvier 2008 (OMI, 2001).
Toutefois, certaines mesures d’anticipation ont €té prises dans certaines régions
de I’Union européenne aboutissant a I’interdiction de 1’application des peintures

au TBT a toutes sortes de navires. En Australie, I’enregistrement de toutes les
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peintures antisalissures contenant du TBT en mars 2003 a été effectué. Il est
probable que le TBT continue a étre utilisé sur les navires nationaux dans les pays

non signataires (Antizar-Ladislao, 2008).

2-2.2.2 Cuivre

Le cuivre a longtemps ét€ utilisé, a la fois dans des peintures moins colteuses
pour les petites embarcations ou comme co-biocide pour améliorer les
performances de certaines peintures au TBT (Nichols, 1988 ; Young et al., 1979).
Apres Dinterdiction du TBT, le cuivre est devenu le biocide antisalissure
prédominant, mais son utilisation dans les peintures AF est restée sous
surveillance dans plusieurs pays. Des restrictions sur les taux de rejet de cuivre
ont €té introduites au Canada et au Danemark. Ainsi, le gouvernement Canadien
exige via Santé Canada (une agence publique), que les peintures AF contenant du
cuivre aient un taux de libération inférieur de 40lg / cm? / Jour (HC, 1994). Une
autre stratégie a €té de cibler des navires particuliers, des zones écologiquement
sensibles ou des environnements contaminés par le cuivre. Les peintures AF
contenant du cuivre ne sont plus utilisées sur les petits bateaux de la cote baltique
de la Suede (KEMI, 2006). Les objectifs de réduction des contaminations au
cuivre ont pu étre fixés dans plusieurs marinas situées a San Diego et en Californie
par exemple. Cette mesure d’interdiction du cuivre nécessitera une transition vers
des produits moins toxiques (California Regional Water Quality Control
Board (CRWQCB), 2005 ; Carson et al., 2009).

2-2.2.3 Biocides "'Booster"

Malgré la forte toxicité du cuivre pour de nombreux organismes marins, certains
groupes d’algues sont résistants (Foster, 1977 ; Reed et Moffat, 1983). Par
conséquent, la plupart des peintures AF a base de cuivre sont enrichies de biocides
supplémentaires pour cibler la colonisation de la coque par les micro- et macro-
algues. Environ 18 sont actuellement utilisés dans le monde, notamment le

chlorothalonil, le dichlofluanide, 1'Trgarol, le Thiocyanatométhyl sulfirique
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(TCMS), le thiocyanatométhylthio-benzothiazole (TCMTB), le diuron, la
dichloro-octylisothiazoline (DCOIT, Sea Nine) et le zineb. (Boxall et al., 2000 ;
Thomas, 2009 ; Voulvoulis et al., 1999). Ce sont souvent des herbicides (par
exemple, Irgarol et diuron) qui ont des effets négatifs sur le taux de croissance des
organismes photosynthétiques (Voulvoulis et al., 1999). La législation existe
ayjourd'hui dans certains pays pour réglementer l'utilisation de certains biocides

« booster » dans les peintures AF, par exemple, le diuron et Irgarol.

2-2.3 Stratégies physico-chimiques selon Baier

La chimie de surface est un facteur important dans la formation, la stabilité et la
libération des microorganismes adhérant aux surfaces. Les travaux de Baier a la
fin des années 1960 ont mis en évidence une corrélation entre I’adhésion relative
des organismes organisés en biofilm et I’énergie de la surface (Baier, 2006). La
courbe de Baier (Figure 5), telle que cette relation est connue, a été confirmée
dans plusieurs environnements marins et biomédicaux (Groupil et al., 1973). Une
caractéristique clé de la courbe de Baier est quun biofilm minimal est
généralement obtenu a une tension superficielle critique de 22-24 mN/m. Cette
tension de surface, souvent appelée €nergie de surface, est approximativement
¢gale a la composante dispersive de l'eau. Dans un systeme aqueux, l'eau doit
humidifier le systeme lorsque les protéines et les cellules sont éliminées. Pour les
solides ayant une énergie de surface d'environ 22 mN/m, le coft
thermodynamique de l'eau pour humidifier la surface est minimisé. L'un des
moyens de faire varier systématiquement 1'énergie de surface sans modifier le
matériau consiste a utiliser une monocouche appelée « Self Assembled
Monolayer (SAM) ». Les SAM sont des composés hydrophiles électriquement
neutres permettant de résister a 1'adsorption des protéines. Ces monocouches sont
constituées de composés dipolaires de type poly-éthylene-glycol (PEG). La
capacité de résistance a l'adsorption des protéines par les SAM est dépendante de
leur longueur de chaine et de la densité de surface (Ostuni et al., 2001). Bien que

les énergies de surface pour le PEG et ses oligomeres dépassent typiquement la
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zone de faible adhésion cellulaire définie par Baier, il est largement reconnu que
ces matériaux présentent une résistance a l'adsorption des protéines et au biofilm
bactérien (Ekblad et al., 2008). Le mécanisme de résistance aux protéines du
PEG de haut poids moléculaire est bien expliqué par la répulsion stérique (Jeon
et al., 1991). La déshydratation du PEG est thermodynamiquement défavorable
car elle conduit a un confinement des chaines polymeres qui présentaient
auparavant une entropie €levée. Enfin, la conformation de la chaine des SAM
affecte la pénétration de l'eau dans la surface du SAM et est €galement un
déterminant important de la résistance a 1'adsorption des prot€ines (Balamurugan

et al., 2005).(Figure 5).
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Source :(Baier, 2006)

Figure 5: Courbe de Baier démontrant l'importance relative du biofilm

biologique par rapport a la tension superficielle critique du substrat.
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2-2.4 Stratégies enzymatiques

La littérature sur les enzymes pour les applications antifouling peut étre divisée
en deux catégories. Un groupe se concentre sur la protection générale des surfaces
contre le biofilm formé par des organismes de toute nature. Les enzymes
mentionnées dans cette catégorie de sources sont censées avoir une activité
antisalissure et pourraient avoir une activit€é contre les organismes
macroscopiques et microscopiques. L'autre groupe de sources se concentre plus
étroitement sur la prévention de la formation de biofilm et ces enzymes ciblent
donc les micro-organismes. Dans le tableau 1, la distinction entre ’activité
antifouling et la prévention du biofilm est utilisée pour organiser les informations
sur les différents types d’enzymes proposés pour prévenir le bio-encrassement.
Les deux catégories se concentrent sur la protection des surfaces et les références
qui ne concernent pas le recouvrement de surface ont donc €t€ omises. En outre,
les enzymes revendiquées comme ayant une activité étroite de prévention de
I'encrassement microbien sont souvent mentionnées dans d'autres sources pour
avoir une activité antisalissure large. Dans le tableau 1, les enzymes ont été triées
en fonction de leur numéro de classification enzymatique (numéro CE), ce qui est
lié aux activités catalytiques similaires de diverses enzymes (Moss et al., 2006).
Notez que les allégations d'activité antisalissure ou de prévention du biofilm ont
été énoncées pour toutes les classes de fonctionnalité enzymatique. Les sections
suivantes exploreront le support théorique et empirique de ces revendications. La
classe enzymatique 1 (CE 1) couvre la catalyse de 'oxydation ou de la réduction.
Par conséquent, ces enzymes sont collectivement appelées oxydoréductases

(Hamade et al., 1998).

Thése de GOZOUA Emmanuel 2015-2018 33



Tableau 1 : Quelques enzymes utilisées dans la lutte contre les biofilms et/ou

biofouling
L e e e
Oxidoreductases Biofouling (Hamade et al., 1998)
Biofilm (Johansen, 2000)
Oxidases (Avec ’Oxygéne Biofouling (Huijs et Klijnstra, 2006)
comime acepteur) Biofilm (Johansen et al., 1997)
Peroxydases Biofouling (Harvey et al., 1995)
Biofilm (Johansen, 2000)
Tranferases Biofouling (Hamade et al., 1998)
Transaminases Biofilm (Barton et al., 2004)
Hydrolases Biofouling (Hamade et al., 1998)
Biofilm (Johansen, 2000)
Esterases Biofilm (Marion et al., 2005)
Phospho-monoester Biofilm (Allermann et Schneider,
hydrolases, Phosphatases 2001)
Glycosylases Biofilm (Johansen, 2000)
Aminopeptidases Biofouling (Pettitt et al., 2004)
Biofilm (Leroy et al., 2008)
Carboxypeptidases Biofouling (Bonaventura et al., 1999)
Endopeptidase, proteases Biofouling (Asuri et al., 2007)
Lyases Biofouling (Manyak et al., 2005)
Isomerases Biofouling (Hamade et al., 1998)
Ligases Biofouling (Hamade et al., 1998)

2-2.5 Nouvelles approches antifouling basées sur les stratégies

respectueuses de I’environnement
2-2.5.1 Démarches biométriques

Les revétements antifouling utilisés jusque-1a, généraient encore des taux élevés
de pollution dans le milieu marin. Dans ce contexte, I’organisation maritime
internationale (International Maritime Organization (IMO)) a décidé d’interdire

I’application de revétements a base de TBTO a partir de 2003. En 2008,
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I’interdiction devient totale, aucun navire possédant un revétement de ce type
n’est autorisé a circuler. De nombreuses recherches sont donc axées sur des
nouvelles solutions afin de concevoir des alternatives antifouling respectueuses
de ’environnement. La nouvelle stratégie AF a adopter devrait étre conforme aux
criteres de ’OMI (large spectre d’activité, faible toxicité pour les mammiferes,
faible solubilité dans 1’eau, absence de bioaccumulation dans le réseau trophique
et de persistance dans l'environnement, compatibilit¢ avec les matrices des
revétements et rapport qualité/prix favorable). En outre, les nouvelles orientations
de la recherche sur cette stratégie antifouling s’activent a mettre un important lien
entre l'industrie, I'écologie et la gestion de l'environnement (Richards et al,

2009).

Des activités antifouling et/ou anti-biofilm ont ét€ démontrées chez de
nombreux organismes marins microscopiques (bactéries, champignons) et
macroscopiques (algues, éponges, coraux, gorgones). En effet, de nombreuses
substances aux propriétés antifouling ont été extraites de divers organismes
marins. Apres caractérisations, certaines de ces substances ont démontré de
faibles toxicités et de hauts ratios thérapeutiques, ce qui les positionne comme de
bons composés antifouling. En outre, le milieu marin est riche en especes non
encore explorées (estimées a 1-2 millions) qui peuvent étre de nouvelles sources
pour la découverte d’autres substances biologiquement intéressantes. Par
exemple, les éponges marines offrent un grand potentiel dans la recherche de
composés antifouling, car plusieurs recherches ont montré des propriétés tres
intéressantes des dérivés de ces organismes marins (Hattori et al., 1998 ;
Fusetani, 2004 ; Dobretsov et al., 2004 ; Ortlepp et al., 2007 ; Qiu et al., 2008 ;
Limna et al., 2009 ; Hertiani et al., 2010 ; Blihoghe et al., 2011 ; Wright et al.,
2011 ; Wu et al., 2012 et Xu et al., 2012). Ces composés sont repartis en

plusieurs groupes dont quelques uns sont énumérés ci-dessous :
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Dérivés bromotyrosines : Les métabolites dérivés de la bromotyrosine sont
souvent présents dans les éponges marines des familles des aplysinidés et des
pseudocératinidés, en particulier Pseudoceratina (= Psammaplysilla) purpurea.
Parmi les six bromotyrosines antisalissures isolées a partir de P. purpurea
collectées a différents endroits au Japon, la cératinamine (Pick et al., 2006), qui
contient une fonctionnalité cyanoformamide, sans précédent dans les produits
naturels, est particulierement intéressante. Elle a montré une puissante activité
antifouling contre des organismes marins avec une valeur de CEso de 5,0 pg/mL.
Les cératinamides A (Ullah et al., 2009) et B (Nicholas et al., 2002) et la
psammaplysine A (Alzieu et al., 1986) ont présenté une activité plus puissante
avec des valeurs de concentrations efficaces médianes (CEsp) de 0,10, 2,40 et 0,27

ug/mL, respectivement. Quelques analogues sont presentés sur le Schema 1.

Br NHR Br .
. N o
CH20
Br
Br
R=COCN
R=H

Schema 1 : Dérivés bromotyrosines

Terpénoides : les éponges marines des familles Axinellidae et Dictyonellidae
produisent des sesquiterpenes et des diterpenes contenant des fonctionnalités
isocyano, isothiocyano, thiocyano et formamide, exercant de nombreuses
activités  biologiques, antifongiques, cytotoxiques, ichtyotoxiques et
antipaludiques. Cependant, aucune activité antifouling n'a été signalée jusqu'a ce
que certain nombre d'isocyanotépénoides et de composés apparentés provenant
principalement de 1'éponge marine Acanthella cavernosa et des nudibranches du
genre Phyllidia soient isolés (Schéma 2). Les terpénoides, particulicrement

importants, sont le kalihinene (Tsukamoto et al., 1996), le kalihipyran (Fusetani,
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2004), le 15-formamidokalihinene (Fusetani, 2011) et le 10B formamidokalihinol
A (Sipkema et al., 2005) qui inhibent tous le biofouling a des concentrations

inférieures a 0,1 pg/mL, alors que leur toxicité vis-a-vis de la plupart des

organismes marins €tait tres faible du point de vue de dose létale médiane (DLsp>

100 pg/mL).

Schema 2 : Dérivés stéroides

Stéroides : trois D-sécostéroides (Schéma 3), isolés d'un corail mou japonais
Dendronephthya sp. ont montré une puissante activité antifouling contre les
cyprides de type B. amphitrite (IC50 2,2 ug/mL £ 1). Ces composés ont également
inhibé le developpement des larves présentes dans diverses especes d'€ponges
marines avec une concentration inhibitrice médiane (ICso) =5,0 ug/mL (Trepos

et al., 2014).

W NHCHO

!

RN

“Cl NHCHO

Schéma 3 : Dérivés terpénoides
Autres dérivés antifouling : les organismes marins possedent des molécules
actives ayant des propriétés diverses. Dans un objectif de défense ou de

compétition entre les organismes, certains composés sont métabolisés donnant
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ainsi des dérivés capables de lutter contre le biofouling et/ou le biofilm. Ainsi, les

tests antifouling réalisés sur ces molécules portent sur différents organismes cibles

des bactéries, des micro- et macroalgues et des invertébrés (balanes, moules,

bryozoaires, etc) représentant un large panel des especes impliquées dans le

processus de biofouling en milieu marin. Les composés répertoriés ici pour leur

activité¢ antifouling témoignent d’une grande diversité chimique :

ce sont des

terpenes (sesquiterpenes, diterpenes, méroditerpenes), des composés aromatiques,

des dérivés lipidiques, des composés halogénés, des oses ou des alcaloides. Des

exemples ont été répertoriés dans le tableau 2 ci-dessous :

Tableau 2 : Composés antifouling issus d’organismes marins

Delisea pulchra Furanones Bactérie marine Inhibition de (Paul et al., 1987)
halogénées Ulva lactuca croissance
(fimbrolides) Balamus amphitrite Inhibition de
'adhésion et de la
germination
Anti-adhésion
Caulerpa flexilis Flexiline Bactérie marine et Inhibition de (Paul et al., 1987)
champignon croissance
Zostera sp (plante Acide zosterique Pseudomonas Anti-adhésion (Newby et al., 2006)
aquatique) putrida
Bactérie du lac Erié (Xu et al., 2005)
Agelas sp (éponge) Dérivé de I’oroidine Pseudomonas Inhibition de la (Huigens et al., 2007)
aeruginosa formation du (Richards et al., 2009)
biofilm
Agelas sp Dérivés de Pseudomonas antibiofilm (Ballard et al., 2009)
I’oroidine aeruginosa (Ballard et al., 2008)
Acinetobacter
baumanii
Delisea pulchra (alque Furanones Pseudomonas Inhibition du (Hentzer et al., 2002)
rouge) halogénées aeruginosa quorum sensing
Erylus formosus et Triterpenes Bactérie marine Anti-adhésion (Kubanek et al., 2002)
Ectyoplasia ferox glycosylés
(éponges)
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2-2.5.2 Activités AF des bactéries

Certaines bactéries marines sont des agents prometteurs car elles peuvent elles-
mémes produire des agents antifoulings. Par exemple, des chercheurs ont identifié
les bactéries cultivables ayant une activité antifouling (AF) associée a 1'éponge
Aplysina gerardogreeni. Les résultats ont montré que 87% des extraits bactériens
¢taient actifs contre les microfoulers testés. Seize d'entre eux peuvent Etre
considérés comme possédant un potentiel antifouling et appartiennent aux genres
Bacillus, Micrococcus, Paracoccus, Pseudobacter, Pseudovibrio, Psychrobacter,
Staphylocuccus et Terribacillus. (Hentschel et al., 2003 ; Usher et al., 2004;
Erwin et al., 2011 ; Vasundhara et al. , 2012 ; Satheesh et al., 2012 et Papaleo
etal., 2012).

Thése de GOZOUA Emmanuel 2015-2018 39



3- Quorum sensing
3.1-Définitions

Malgré leur nature unicellulaire, les bactéries peuvent communiquer les unes
avec les autres au moyen de la détection du quorum. Le processus se produit
lorsque des molécules de signal appelées autoinducteurs, sont sécrétées et
s’accumulent au sein d’une communauté bactérienne (Waters et Bassler, 2005).
Ce mode de communication bactérienne est appelé quorum sensing (QS). Les
autoinducteurs sont produits en phase de croissance bactérienne. Lorsqu’un seuil
de concentration est atteint, ces autoinducteurs interagissent avec un régulateur
transcriptionnel, permettant 1’expression spécifique, en réponse a une forte
concentration de cet autoinducteur, d’un groupe de geénes. Les déterminants
génétiques du QS sont organisés en un réseau de régulation complexe incluant un
spectre de régulateurs transcriptionnels et post-transcriptionnels qui affectent la
synthése de I’autoinducteur AHL. Des facteurs autres que la densité bactérienne,

affectent la production et I’accumulation d’AHL (Max et al., 2003).

3-2 Auto-induction
3-2.1 Notion d’autoinducteurs
La notion d’autoinducteurs (petites molécules diffusibles induisant, en fonction
de leur concentration qui refléte la concentration bactérienne I’expression de
certains genes) a €té introduite par Kaplan et Greenberg en 1985 dans le modele
de régulation de la luminescence chez Vibrio fischeri renommée Aliivibrio
fischeri (Urbanczyk et al., 2007). Ce modele de régulation a maintenant été

é¢tendu a une centaine d’especes bactériennes, y compris chez les Archaéa

(Kaplan et Greenberg, 1985).

Outres les AHLs considérés comme faisant partie des autoinducteurs de type 1
(AI-1), 1l existe d’autres groupes de petites molécules impliqués dans le QS
bactérien. Il s’agit des autoinducteurs-2 (AI-2) et des autoinducteurs-peptidiques

(AIP). Selon les différentes voies de syntheses des molécules autoinductrices, les
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bactéries génerent différents Al pour remplir leurs fonctions de régulation

dépendantes du QS (Williams, 2007).

3-2.2 Les différents types d’autoinducteurs
3-2.2.1 Les acyl homosérines lactones (AHL)
a- Définitions et structures
Un mécanisme de QS dépendant d’AHL a été€ décrit pour la premiere fois chez
le vibrion marin Vibrio fischeri ou il controle la bioluminescence en fonction de
la densité de la population bactérienne (Nealson et al., 1970). Les AHLs sont des
petites molécules détectant le quorum générées et libérées dans I'environnement
par des bactéries a Gram négatif (Figure 6). Ceux-ci jouent un role crucial dans
divers processus biologiques liés aux infections chez les bactéries gram négatifs,

notamment la survie, la colonisation, l'invasion et la pathogenécité (Liu et al.,

2018).

AHL AHL
@
o L]
£ ° i °
4 I $ .
® @
U - LuxR U LuxR-AHL
LuxI I LuxI I
target genes target genes
Faible densité cellulaire : Densité cellulaire élevée :
non- transcription du signal transcription du signal

Source :(Fuqua et Greenberg, 2002).

Figure 6 : Détection de quorum de type LuxI / LuxR dans les bactéries a

Gram négatif. La protéine de type LuxI est une auto-synthase qui catalyse la formation d'une
acyl-homosérine lactone (AHL). La AHL diffuse librement a travers la membrane cellulaire a
haute densité cellulaire. Le LuxR est un régulateur transcriptionnel qui se lie a la AHL

diffusante et active a son tour la transcription de ses geénes cibles (Fuqua et Greenberg, 2002).
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Les AHLs sont un groupe de petites molécules amphipathiques (Figure 7) et
leur structure commune est constituée d’un cycle hydrophile homosérine lactone
et d’une chaine latérale acyle hydrophobe (O’Connor et al., 2015). Les
différences dans les structures moléculaires dépendent du nombre de carbone (4-
18), du groupe substituant sur le troisieme carbone (-H, -OH ou -oxo) et de la
présence ou de l'absence de doubles liaisons non saturées dans les chaines

latérales acyles (Kumari et al., 2006)

H R4 (C,-OH (1sns15))
N
S

e} R, (-H,-OH, -oxo)

Source :( O’Connor et al., 2015).

Figure 7 : Structure moléculaire des AHLS. (n): nombre de carbone ; (R1): nombre

de carbone compris entre 1 et 15 inclus a partir du 4°™ atome de carbone de la chaine latérale
acyle de la molécule AHL;( R2): les groupes non substitués (-H) ou substituants (-OH, -OXO)

sur le 3¢me atome de carbone de la chaine latérale acyle (O’Connor et al., 2015).

Ces différences entrainent la diversité des structures moléculaires des AHLs
(Figure 8 ; Tableau 3) et de leurs voies de sécrétion. Chez les bactéries du genre
Vibrio par exemple, les AHLs a chaine latérale courte (<8 atomes de carbone sur
la chaine latérale acyle, C-5-HSL) (Figure 8A) peuvent pénétrer directement
dans la membrane cellulaire et étre libérés dans 1'environnement proche lors de la
synthese tandis que les AHLs a chaine latérale longue (> 8 atomes de carbone sur
la chaine latérale acyle , C(io -15-HSL) (Figure 8B), au contraire, ne peuvent étre
libérés que par des voies d'efflux actives, telles que la 3-oxo-C12-HSL exportée
des membranes via une pompe MexAB-OprM codée par mexAB-oprM active

(Pearson et al., 1999). Par conséquent, la diversité des AHLs indique non
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seulement des différences dans I’application des méthodes de détection, mais sert

également de base a diverses régulations fonctionnelles.

A- AHLs a courtes chaines
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Figure 8 : Structures chimiques de 23 AHLs produits chez une souche de

Vibrio harveyi (renommé V. campbellii). Les AHLs sont repartis en 2 groupes dont A

(AHLs a courtes chaines) et B (AHLs a longues chaines). Au sein des 2 groupes il y a présence

de substitution —OH et -OXO pour certains AHLs.
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Tableau 3 : Informations issues des structures chimiques des 23 AHLs

produits chez une souche marine du genre Vibrio (Liu et al., 2018).

Masses molaires

Noms des AHLSs Abréviations Formules brutes (g/mol)
N-Butyryl-DL-homoserine lactone Cy4-HSL CgH13NO4 171.2
N-Hexanoyl-L-homoserine lactone Cg-HSL C1oH17NO3 199.2
N-heptanoyl-L-homoserine lactone C7-HSL C11H1gNO3 213.3
N-Octanoyl-L-homoserine lactone Cg-HSL CyoHp1NOg 227.3
N-Decanoyl-DL-homoserine lactone Cqp-HSL C14H25NO3 255.4
N-Dodecanoyl-DL-homoserine lactone Cqo-HSL C1gHogNO3 283.4
N-Tetradecanoyl-DL-homoserine lactone Cq4-HSL Cq1gH33NO3 311.5

N-(3-Hydroxybutyryl)-L-homoserine lactone 3-OH-Cy4-HSL CgH13NO4 187.2

N-(3-Hydroxyhexanoyl)-L-homoserine lactone 3-OH-Cg-HSL CyoH17NOy4 215.2
N-(3-Hydroxyoctanoyl)-DL-homoserine lactone 3-OH-Cg-HSL Cq2H21NOy4 243.3
N-(3-Hydroxynonanoyl)-L-Homoserine lactone 3-OH-Cg-HSL C13Ho3NO4 257.3
N-(3-Hydroxydecanoyl)-L-Homoserine lactone 3-OH-Cqg-HSL C14Hp5NO4 271.4
N-(3-Hydroxyundecanoyl)-L-Homoserine lactone 3-OH-Cq1-HSL Cq5H27NO4 269.4
N-(3-Hydroxydodecanoyl)-DL-homoserine lactone 3-OH-Cq5-HSL CygH2gNOy4 299.4
N-(3-Hydroxytetradecanoyl)-DL-homoserine lactone 3-OH-Cq14-HSL C1gH33NO4 327.4
N-(3-Oxoburtyryl)-L-homoserine lactone 3-0x0-Cy4-HSL CgH11NO4 185.2
N-(B-Ketocaproyl)-DL-homoserine lactone 3-ox0-Cg-HSL C1oH15NO4 213.2
N-(3-Oxooctanoyl)-L-homoserine lactone 3-oxo0-Cg-HSL C12H1gNO4 241.3
N-(3-Oxononanoyl)-L-homoserine lactone 3-ox0-Cg-HSL Cy3H21NOy4 255.3
N-(3-Oxodecanoyl)-L-homoserine lactone 3-0x0-C1p-HSL C14Ho3NO4 269.3
N-(3-Oxoundecanoyl)-L-homoserine lactone 3-ox0-Cq4-HSL Cy5Ho5NO4 283.3
N-(3-Oxododecanoyl)-L-homoserine lactone 3-0x0-C12-HSL C1gH27NO4 297.4
N-(3-Oxotetradecanoyl)-L-homoserine lactone 3-0x0-C14-HSL C1gH31NO4 325.4

Source : (Liu et al., 2018)

b- Mécanisme de régulation des AHLs

Les AHLs sont sécrétés dans l'environnement immédiatement via différentes
voies de sécrétion apres leur production. Les AHLs a chaine latérale courte sont
directement libérés de la cellule lors de la synthese, tandis que les AHLs a chaine
latérale longue sont activement sécrétés dans l'environnement (Milton, 2006).
D’une maniere générale, il existe deux systémes de transduction QS a médiation
AHL, a savoir le systeme direct « LuxI/R » et le systeme de régulation en cascade.
Parmi les deux, le systeme direct « LuxI/R » exploré pour la premiere fois chez
V. fischeri est le plus connu (Engebrecht et Silverman, 1984). La
bioluminescence de V. fischeri renommé Aliivibrio fischeri, par exemple, est le

résultat de I'activation de protéines de I’opéron luxCDABE, par I’intermédiaire de
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LuxR associé au signal QS. Il s’agit de la premiere régulation QS identifiée chez
les bactéries. Dans le systeme LuxI/R, la protéine LuxI agit en tant que AHL
synthase, et la protéine LuxR agit en tant que ligand des AHLs (Figure 6). Le
systtme « LuxI/R » permet aux cellules bactériennes de former un complexe
récepteur/AHL, qui peut ensuite se lier au domaine de I'ADN permettant la
transcription des genes régulés par le QS tels que I'opéron [lux (Choi et
Greenberg, 1992). Dans une cascade régulatrice d’AHL, la concentration d’AHL
augmentant jusqu'a un seuil de détection, la protéine LuxN est la clé pour former
ensuite un complexe récepteur-AHL et mener a bien une transduction du signal
QS. En outre, sous le role de systtme a deux composants (LuxN/O), la
phosphorylation de la protéine LuxO favorise directement la liaison compétitive
des régulateurs de transcription en aval AphA (contre OpaR) a 'opéron de fusion
membranaire mfpABC via l'activation de 1'expression des ARN régulateurs du
quorum, qui inhibe finalement la formation du biofilm (Zhou et al., 2013).
Comme présenté sur la figure 9 ; Il existe également plusieurs mécanismes de
rétroaction sur la cascade QS liée aux ARN régulateurs du quorum (Ball et al.,
2017). L'expression accrue des ARN régulateurs du quorum pourrait directement
supprimer l'expression des protéines LuxO et LuxN afin de maintenir I'ensemble

du systeme d'hébergement dynamique (Feng et al., 2015).
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Figure 9: Exemple de synthése du systeme de régulation en cascade des AHLSs

issus de trois especes de Vibrio (V. fischeri, V. harveyi et V. cholerae). (A) les
protéines de type LuxI synthétisent et liberent des AHLs dans l'environnement; (B) une
concentration élevée d'AHL inhibe la phosphorylation de la protéine LuxN; (C) l'inhibition de
la transcription de sypG et sypK par LitR inhibe la combinaison des ARN régulateurs du quorum
et de Hfq (la molécule de Chaperon) et favorise la production de protéines de type LuxR; (D)
lI'inhibition de la phosphorylation de la protéine LuxN arrete I’inhibition de HapR, ce qui
entraine une augmentation directe de I'expression de ToxR, une régulation indirecte de la
motilité bactérienne et une régulation accrue de la formation de biofilm et de la production de
protéase, et favorise la virulence bactérienne; (E) l'inhibition de l'expression des ARN
régulateurs du quorum est en faveur de la combinaison de OpaR a mfpABC, augmente
davantage la formation de biofilm; (F) le complexe protéique AHL-LuxR active les voies
fonctionnelles en aval. Fleche pleine bleue : régulation positive ; fleche bleue en pointillés :
régulation positive indirecte ; connecteur en T rouge : régulation négative ; connecteur en T
vert : régulation négative dans la voie de retour ; fleche pleine a double téte : libération directe
; fleche pointillée a deux tétes : transport transmembranaire actif ; cercle P gris barré :
phosphorylation non satisfaite ; fleche du haut : expression améliorée ; fleche vers le bas :

expression affaiblie.

3-2.2.2 Les acyl borodiesters AI-2
Un auto-inducteur appelé AI-2, découvert a l'origine chez la bactérie Vibrio
harveyi, est fabriqué par de nombreuses especes de bactéries Gram-négatives et

Gram-positives. La production d'Al-2 dépend de la synthase d'autoinducteur
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LuxS. Dans tous les cas, une synthase de I’Al-2 hautement homologue de V.
harveyi appelée LuxS est nécessaire pour la production d'Al-2 (Surette et
Bassler, 1999). Récemment, la voie biosynthétique pour la synthese d'Al-2 a été
décrite (Schauder et Bassler, 2001 ; Schauder et al., 2001). Les enzymes LuxS
synthétisent la 4,5-dihydroxy-2,3-pentanedione (DPD) qui est hautement active
et s'interconvertit spontanément entre plusieurs dérivés. Différentes bactéries
répondent a des dérivés DPD distincts qui sont collectivement appelés "AI-2".
L'interconversion de ces molécules représente vraisemblablement 1’étape critique
permettant aux bactéries de répondre a leur propre Al-2 et a celle produite par
d'autres especes bactériennes, faisant de 1'AI-2 une molécule de signalisation
régissant la communication bactérienne interspécifique. La transmission du signal
de la plupart des microorganismes Gram négatifs et positifs dépend du systeme
de détection de quorum LuxS / AI-2 (Ma et al., 2012 ; Yu et al., 2012). La
détection du quorum par le gene LuxS a ét€ impliquée dans la virulence
bactérienne, les infections a persistance et la formation de biofilms chez des
bactéries telles que Streptococcus mutans, Escherichia coli et Actinobacillus
(Gao et al., 2016 ; Wang et al., 2017). Néanmoins, la relation entre les niveaux
d'expression du gene LuxS et l'aptitude a la formation de biofilms de certaines
bactéries pathogenes telles que E. faecalis restent controversée ou méme inconnue

(Yang et al., 2018).
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Figure 10 : Modéele pour la production d'AI-2 et l'internalisation chez S.

enterica sérovar typhimurium. (A) AI-2 (pentagones) est synthétisée par LuxS et
s'accumule de maniere extracellulaire. AI-2 est internalisée par le transporteur Lsr appartenant
aux ABC transporteurs), et I'Al-2 internalisée est phosphorylée par la kinase LsrK. Le phospho-
AI-2 (AI-2 phosphorylée) est l'inducteur de la transcription de I'opéron Isr et se lierait a LsrR,
le répresseur de I'opéron Isr, en l'inactivant. LsrF et LsrG sont nécessaires pour le traitement
ultérieur de 1'AI-2 internalisée. Les lignes pointillées indiquent des processus hypothétiques.
(B) L'opéron E. coli b1513 est homologue de 1'opéron Isr de S. enterica sérovar Typhimurium.
Les désignations des genes de 'SR sont indiquées sous les annotations. [srB code la protéine
de liaison périplasmique AI-2. Les genes IsrC et IsrD codent les protéines de canaux, et IsrA
code I'ATPase qui fournit de I'énergie pour le transport Al-2. IsrF est similaire aux genes
spécifiant les aldolases, et [srG code une protéine avec une fonction inconnue. Il n'y a pas de
IstE dans l'opéron Isr E. coli. Les genes ydeV et ydeW codent des protéines homologues de la

kinase LsrK et du répresseur LsrR, respectivement. (Schauder et Bassler, 2001)

3-2.2.3 Les autoinducteurs chez les bactéries a Gram positif
Les autoinducteurs des bactéries a Gram positif sont des oligopeptides de 5 a 17
acides aminés qui sont le plus souvent modifiés en période post-traditionnelle par

I’ajout de cycles lactones ou thiolactones, lanthionines et isoprényls. Ces
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oligopeptides autoinducteurs sont détectés par des protéines transmembranaires a
deux composants transduisant les signaux par une cascade de phosphorylation

(Novick, 2003).

De subtiles variations sont reconnues par les récepteurs a deux composants et
assurent la spécificit€ du signal. Les bactéries a Gram positifs produisent
normalement un précurseur de peptide signal, qui est clivé a partir de la séquence
consensus double-glycine et l'autoinducteur peptide (AIP) actif est ensuite exporté
a travers un transporteur ABC spécifique d'un peptide dans leurs environnements.
La plupart des peptides de signalisation dans les bactéries a Gram positifs
comportent entre 5 et 25 acides aminés et certains contiennent des chaines
latérales inhabituelles (Novick, 2003 ; Claverys et al., 2006). La détection des
peptides de signalisation dans les bactéries a Gram positifs est médi€ée par un
systeme de transduction de signal a deux composants, qui consiste en une protéine
histidine kinase membranaire détectant I'AIP et une protéine régulatrice de la
réponse cytoplasmique permettant a la cellule de répondre au peptide via la
régulation de l'expression des genes (Dunny et Leonard, 1997 ; Schauder et

Bassler, 2001 ; Novick, 2003 ; Davey et O’Toole, 2000).
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Figure 11 : Diagramme schématique indiquant deux types de systemes de
détection de quorum a médiation peptidique dans une bactérie a Gram

positif, Streptococcus mutans. Le systeme de détection du quorum ComCDE régule
principalement la production de bactériocines et de protéines d'auto-immunité vis-a-vis de la
bactériocine, tandis que le systeme de détection du quorum ComRS contrdle le développement
de la compétence via le contrdle de sigX qui code un autre facteur sigma, SigX (ComX). CSP
est un peptide signal ComC; XIP est un peptide mature induit par sigX. Opp / Aml est un
transporteur ABC (importateur de peptides).

4- Stratégies AF basées sur I’inhibition du QS (QSI)

4.1 Définition du QSI

Les QSI sont définis comme étant I’ensemble des mécanismes d’extinction du
quorum pour limiter la croissance et la coordination des bactéries participant a la
communication QS (Defoirdt et al., 2004 ; Rasmussen et Givskov, 2000).
Lorsque ces processus reposent sur la sécrétion d’enzymes conduisant a un

clivage du signal QS, on parle de quorum quenching (QQ). Ces enzymes peuvent
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étre des acylases ou des lactonases conduisant a des métabolites agissant en tant

qu’inhibiteurs du QS (Dong et Zhang, 2005).

4. 2 Différentes méthodes QSI
4-2.1 Méthode QSI par interférence avec le QS

Il existe généralement trois cibles différentes dans les systemes QS des Gram-
négatifs - le générateur de signal, la molécule de signal et le récepteur de signal.
Une stratégie évidente consiste a rechercher des composés qui empéchent la
synthese des molécules de signal par I’ AHL synthase codée par luxl. Si aucune
AHL n'est produite, la bactérie ne sera pas en mesure de détecter le quorum atteint.
Les genes controlés par le QS ne seront donc pas activés. Si la production du
signal ne peut tre empéchée, les signaux eux-mémes peuvent €tre ciblés en tenant
compte de la dégradation. Trois options se présentent : une dégradation
métabolique, chimique ou enzymatique. Enfin, la cible la plus approfondie est le
récepteur de signal LuxR. En empéchant les molécules signal de se lier a la
protéine LuxR, il ne peut plus agir en tant que régulateur transcriptionnel. Cette
stratégie repose sur la chimie des petites molécules et comme décrit dans les sous-

stratégies suivantes avec ce type d'interférence (Thomas et Michael, 2006).

4-2.2 QSI d’origine biologique

La découverte de composés QSI nécessite des systemes de criblage capables
d'identifier la présence d'activités QSI de composés purs ou mélangés (tels que
des extraits de plantes, de champignons, d'algues ou microbiens). Beaucoup de
ces systemes utilisent un promoteur controlé par QS fusionné a un gene / opéron
rapporteur tel que l'opéron de violacéine de C. violaceum, 1’opéron lux de V.
fischeri, le gene lacZ d'Escherichia coli ou de la gfp (green fluorescent protein)
d'Aequorea victoria. En présence de molécules signal AHL ajoutées de maniere
exogene, ces promoteurs sont activés pour exprimer les genes correspondants. En
présence d'une activité QSI exogene, l'expression des genes est réduite ou

supprimée, de sorte qu'un résultat positif du screening se manifeste par un signal
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réduit. Malheureusement, un composé ou un extrait qui ralentit la croissance mais
ne tue pas la bactérie «rapporteur », comme les concentrations Ilétales
d'antibiotiques, affectera la synthese des protéines et, a son tour, réduira le signal
du gene rapporteur. Si le taux de croissance bactérienne est également surveillé
de pres et que Dactivité spécifique du rapporteur est calculée par le quotient de
I’ensemble de I’intensité de signal sur I’ensemble de croissance bactérienne, cette
situation peut conduire a la notation d’un « faux positif ». Pour contourner ces
problemes, il serait préférable de développer un systeme alternatif dans lequel la
croissance de la bactérie modele indique la présence d'une activité QSI. Pour cela
une étude menée par Rasmussen et al., 2005 a montré que plusieurs bactéries
génétiquement modifiées, appelées sélecteurs QSI (QSIS), basées sur les
systemes Lux et Rhl/las ont ét€ développées. Ces bactéries sont tuées en présence
de molécules signal AHL mais sauvées en présence a la fois d'AHL et d'un

candidat QSI. Cette technique est illustrée sur la figure 12 ci-dessous.

.y as & e Killing gene

o= 1 rmrgen Killing gena

Lon o 5
proliferation

Source : (Rasmussen et al., 2005)

Figure 12 : Disposition des systéemes de screening (QSIs) : (A) Un régulateur de
récepteur / réponse AHL est activé par AHL fourni de maniere exogene. L'homologue de LuxR

activé (QS R) régule a la hausse l'expression d'un promoteur régulé par QS (PTarget) qui
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contrdle 1'expression d'un gene (killing gene) codant pour une protéine toxique conduisant a un
arrét de croissance ou a la mort cellulaire. (B) Si un composé QSI est présent, la réception du
signal AHL est bloquée et I'expression du gene destructeur (killing gene) est empéchée, ce qui

permet la croissance de la bactérie modele (Rasmussen et al., 2005).

4-2.3 Méthode QSI issue de la modification du pH

En raison de la nature du cycle homosérine lactone, les AHLs sont instables a
des pH supérieurs a 7 (Yates et al., 2002). Lorsque les AHLs sont exposés a un
pH alcalin, la molécule subit une lactonolyse (ouverture de cycle) et l'activité
biologique est perdue (Byers et al., 2002; Yates et al., 2002). Au cours de leur
croissance, les souches telles que P. aeruginosa, E. carotovora et Yersinia
pseudotuberculosis sont a la base de 1’¢levation du pH du milieu. Cette élevation
du pH affaiblit le niveau d’AHLs endogeénes. Dans ces conditions, méme les
AHLs fournis de maniere exogene perdent rapidement leur capacité a activer les
systemes QS. En effet, la cinétique de 1'ouverture du cycle dépend de plusieurs
facteurs, dont la longueur de la chaine latérale acylée ainsi que de la température.
Les températures élevées augmentent le taux d'ouverture des anneaux. Les
molécules AHL ayant des chaines latérales étendues (telles que 3-oxo-C12 HSL)
subissent une lactonolyse plus lente que leurs homologues a chaine courte. Cette
dépendance indique que, pour étre actifs aux pH physiologiques, les AHLs ont
pour la plupart une longueur de chaine latérale d'au moins 4 atomes de carbone

(Byers et al., 2002; Yates et al., 2002).

4-2.4 Méthode QSI basée sur les activités enzymatiques ou quorum
quenching (QQ)

Une famille étroitement apparentée d'enzymes dégradant les AHLs (QQ) a été
trouvée chez plusieurs especes de Bacillus, notamment B. thuringiensis, B. cereus
et B. mycoides isolées de I'environnement. Cette enzyme catalyse la réaction de
lactonolyse et diminue donc la quantité de AHLs bioactifs (Dong et al., 2001 ;
Lee et al., 2002). L'inactivation complete de la 3-oxo-C6 HSL a 20 mM peut étre
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réalisée en deux heures par une culture en suspension (Dong et al., 2002). Comme
prévu, la virulence d'Erwinia Caratovora vis-a-vis de la pomme de terre, des
aubergines, du chou chinois, de la carotte, du céleri, du chou-fleur et du tabac peut
étre atténuée lorsque le QQ est exprimé par un plasmide transformé dans la
bactérie. Fait intéressant, les plants de tabac transgéniques exprimant l'enzyme
sont beaucoup moins susceptibles d'€tre contaminés par E. carotovora que leurs
homologues de type sauvage. Cela suggere en effet que la production d'enzymes
dégradant ' AHL constituerait un mécanisme de protection et un avantage pour les
plantes. La production d'enzymes capables de dégrader les AHLs ne se limite pas
a Bacillus. Des homologues de QQ capables de dégrader les AHLs, ont été
identifiés chez Agrobacterium tumefaciens, Arthrobacter sp., Klebsiella
pneumoniae, Comamonas sp. et Rhodococcus sp. (Carlier et al., 2003; Park et
al., 2003; Uroz et al, 2003). La production de lactonases peut également
constituer une stratégie bactérienne dans la compétition avec les souches
productrices d’AHL dans I’environnement. Les enzymes de dégradation de ' AHL
présentent un intérét commercial potentiel, mais leur application est probablement
limitée a une utilisation topique en raison des problémes importants rencontrés

lors de la distribution systémique d'agents protéiques.

4-2.5 Méthode QSI basée sur I’utilisation d’analogues d’AHL

La stratégie d'inhibition du QS Ia plus étudiée est probablement 1'utilisation de
petites molécules pour bloquer 'activation des homologues de LuxR. Le blocage
du site récepteur AHL avec un analogue de I'AHL constitue une approche
pharmacologique classique de l'antagonisme des récepteurs. Schaefer et al.
(1996) ont identifié des analogues de la 3-oxo-C6 HSL, avec des substitutions
dans la chaine latérale acyle, capables de déplacer la 3-oxo-C6 HSL (AHL native)
marquée au tritium de LuxR. Les composés capables de se lier au LuxR ont non
seulement été en mesure de déplacer ' AHL, mais ont également pu activer la
protéine LuxR. Par conséquent, ces composés ne sont pas de vrais inhibiteurs de

QS mais sont des agonistes compétitifs (Schaefer et al., 1996). Une banque de
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compos€s similaires a été testée en utilisant la protéine TraR d'A. tumefaciens ou
la plupart des composés agissaient en tant qu'inhibiteurs mais, de maniere
surprenante, lorsque fraR était surexprimé, les composés agissaient en tant

qu'inducteurs du QS (Zhu et al., 1998).

Triazolyldihydrofuranone

HO
0
"*-"bu_-r’"\s - -._..-“w‘:;q_.,, HO! o
HO  OH
Allicin Baicalin hydrate

Schéma 4 : Sélection de QSI ciblant le systeme AHL (Brackman et al.,
2011a)

4.2.6 Mécanismes d’inhibition des principaux types de QS
4-2.6.1 Inhibition du systeme AHL

Les molécules de signal AHL sont formées lorsqu'un dérivé d'acide gras lié¢ a
une protéine porteuse d'acyle est transféré au groupe amino de S-adenosyl-
méthionine (SAM) par une protéine de la famille LuxI. Compte tenu de la nature
de cette réaction et des précurseurs impliqués, des inhibiteurs de la SAM ou de la
biosynthese des acides gras peuvent €tre utilisés comme QSI. La S-adenosyl-
homocystéine (SAH), la sinefungin, la 5-methylthioadenosine (MTA), divers
analogues de SAM et la cycloleucine, un inhibiteur de la biosynthese de SAM,
inhibent la production d’AHL (Parsek et al.,1999 ; Hanzelka et Greenberg,
1996). L'antibiotique azithromycine interfere avec la synthese de la Cs-

homosérine lactone (C4-HSL) et de la 3-0x0-Ci2-HSL chez P. aeruginosa et réduit
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ainsi l'adhésion bactérienne aux surfaces de polystyrene (Favre-Bonté et al.,
2003). De plus, le traitement a I'azithromycine a significativement amélioré la
réduction des biofilms dans un modele murin d'infection pulmonaire chronique a

P. aeruginosa (Hoffmann et al., 2007).
4-2.6.2 Inhibition du systeme AI-2

La synthese de I'AI-2 implique deux étapes enzymatiques principales.
Premi¢érement, I’adénine est extraite de la SAH par la méthylthioadénosine
nucléosidase (MTAN) (codée par pfs), ce qui entraine la production de S-
ribosylhomocystéine (SRH). Ensuite, LuxS clive la SRH pour former la DPD et
I'homocystéine. De plus, MTAN est également impliqué dans le systtme AHL du
QS, et LuxS et MTAN ne se trouvent que dans des bactéries, ce qui en fait des
cibles attrayantes. Plusieurs inhibiteurs de LuxS et de MTAN ont été décrits. La
S-anhydroribosyl-L-homocystéine et la S-homoribosyl-L-cystéine bloquent
respectivement les étapes initiale et finale du mécanisme réactionnel LuxS (Zhao
et al., 2003 ; Alfaro et al., 2004). Sur la base de ces molécules, Shen et ses
collaborateurs en 2006 ont synthétisé plusieurs inhibiteurs de LuxS plus puissants.
Différents peptides capables d'inhiber LuxS ont également été développés (Han
et Lu, 2009 ; Zhang et al, 2009). A partir d’immucilline et de DADMe-
immucilline, plusieurs autres inhibiteurs de MTAN (par exemple, BuTDADMe-
immucilline-A et p-Cl-PhT-DADMe-immucilline-A), actifs aux concentrations
pico et femtomolaires, ont été développés (Lee et al., 2005 ; Longshaw et al.,
2010). Enfin, plusieurs peptides présentant une homologie avec le site C de LuxS

ont affecté la production d'Al-2 et la formation de biofilm d'Edwardsiella tarda

(Zhang et al., 2009).
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Schéma 5 : Sélection de QSI ciblant le systéme AI-2. La Furanone naturelle est un

composé capable de bloquer les systemes QS de type AI-2 et AHL chez les bactéries, affectant

ainsi la formation de biofilms (Brackman et al., 2011b)
4-2.6.3 Inhibition du systeme peptidique (AI-3) chez les Gram- positifs

Les protéines impliquées dans la synthese du signal peptidique et les
modifications post-traductionnelles du peptide chez les bactéries a Gram positif
sont également des cibles intéressantes, mais a ce jour, aucun inhibiteur ciblant
spécifiquement ces protéines n'a été rapporté. En revanche, différents inhibiteurs
peptidiques linéaires ciblant la signal peptidase de type I SpsB réduiraient la
production de AIP-1 (Buzder-Lantos et al., 2009 ; Kavanaugh et al., 2007). Par
ailleurs, I'un des peptides inhibiteurs de QS les plus étudiés est le peptide
inhibiteur de RNAIII (RIP). Le RIP, plusieurs analogues du RIP et
I'hamamelitannin, un analogue non peptidique (schéma 6), interferent avec le
systtme RAP / TRAP QS (Kiran et al., 2008 ; Cirioni et al., 2013). Plusieurs
groupes ont présenté des preuves de l'effet anti-biofilm des analogues de RIP et /
ou de RIP contre Staphylococcus spp. (Kiran et al., 2008). De plus, il a été
démontré que le RIP, les analogues du RIP et I'hamamelitannin (schéma 6)
augmentaient la sensibilité des biofilms aux antibiotiques (Balaban et al., 2005 ;

Brackman et al., 2011b ; Kiran et al., 2008).
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Schéma 6 : Sélection de QSI ciblant le systeme peptidique chez les Gram

positifs.
4-2.7 Impact du QSI sur la formation de biofilms

Le QS est généralement impliqué dans le développement et l'entretien des
biofilms. De nos jours, plusieurs stratégies de lutte contre les biofilms bactériens
prenant en compte I’aspect écologique reposent sur 1’inhibition du QS. Ainsi, la
sécrétion de composés qui détruisent les AHLs et bloquent donc le QS peut Etre
bénéfique pour les algues dans leur compétition avec les organismes organisés en
biofilm (Borchardt et al., 2001). Les méthodes QSI se présentent comme une
alternative des stratégies antifouling. Par ailleurs, les bactéries vivent
principalement sous la forme de communautés sessiles ou de biofilms associés a
la surface (Costerton et al., 1987). Par conséquent, il est trés intéressant
d'interférer avec le QS chez les bactéries en mode de croissance en biofilms. Pour
le clinicien, le principal probleme est que les bactéries vivant dans les biofilms
peuvent souvent résister aux réponses immunitaires de 1'hdte et sont nettement
plus tolérantes aux divers traitements antimicrobiens. Des valeurs allant jusqu'a
1000 fois plus (par rapport aux cultures planctoniques) pour les antibiotiques et
les métaux lourds ont été rapportées (Allison et al., 1993; Anwar et al., 1990;
Teitzel et Parsek, 2003). En ce qui concerne les antibiotiques, ce niveau
dépassera souvent les doses délivrables les plus élevées, ce qui rend impossible

un traitement efficace (Costerton et al., 1987, 1999; Drenkard, 2003; Hoiby et
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al., 2001). Le mécanisme de tolérance sous-jacent est multi-factoriel et comprend
des facteurs tels que la pénétration restreinte, l'activité métabolique hétérogene et
I'expression de certains genes conférant une tolérance accrue aux composés
antimicrobiens. Bien que Mabh et ses collaborateurs (2003) aient identifié un gene,
ndvB, établissant un lien entre la tolérance accrue du biofilm de P. aeruginosa et
la tobramycine, cela ne semble pas €tre un facteur répandu, car cette découverte
ne s'étend pas aux autres isolats (Mah et al., 2003). Plusieurs études indiquent
cependant que la tolérance accrue est, au moins en partie, liée a l'expression
génique dépendante du QS. Un biofilm formé par un mutant lasl de P. aeruginosa
¢tait beaucoup plus susceptible de se détacher et de se disperser en présence de
biocides que son homologue de type sauvage (Davies et al., 1998). De méme, la
plupart des bactéries, présentes dans un biofilm formé par un double mutant
lasR/rhIR pourraient étre tuées par 20 mg / ml de tobramycine, une concentration
qui ne nuit pas a un biofilm de type sauvage. Une situation similaire est observée
si le mutant déficient en QS est traité avec du peroxyde d'hydrogene. Les cellules
du biofilm sont beaucoup plus sujettes a la destruction que les cellules de biofilm
dotées de systemes QS fonctionnels (Bjarnsholt et al., 2005). Ces résultats ont
évidemment des implications pour les composés QSI. En effet, Hentzer et al.
(2003) ont démontré qu'un traitement par la tobramycine, contrairement au
biofilm non traité, permettait de tuer facilement un biofilm de P. aeruginosa traité
avec les composés de furanone halogénées. Par conséquent, les molécules QSI
peuvent aider a améliorer 1’efficacité des composés antifouling chez des bactéries

organisées en biofilm.

Thése de GOZOUA Emmanuel 2015-2018 59



5- Stratégies AF visant les facteurs de résistance bactérienne

5-1 Définitions et types de résistance bactérienne

Le phénomene de résistance bactérienne regroupe tous les mécanismes
moléculaires et physiologiques permettant a une bactérie de développer une
tolérance aux agents antimicrobiens. Le phénomene de résistance bactérienne est
généralement évalué par I’action d’antibiotiques ou groupe d’antibiotiques. En
effet, les antibiotiques sont a 1’origine des molécules naturelles synthétisées par
les microorganismes dans le but d’une autodéfense. Chaque antibiotique, qu’il
soit bactériostatique (limitant la croissance cellulaire sans éliminer la bactérie) ou
bactéricide (élimination directe de la bactérie), possede un mécanisme d’action
vis-a-vis d’une cible spécifique. Cette cible peut étre : la paroi bactérienne, les
protéines, le matériel génétique (ADN et/ou ARN) ou le métabolisme de I’acide

folique (Bbosa et al., 2014).

En outre, il existe deux types distincts de résistance : la résistance intrinseque et
la résistance acquise (Sandoval-Motta et Aldana, 2016). En effet, la résistance
naturelle, ou intrinséque, concerne toutes les bactéries d’une méme espéce et
préexiste a ’utilisation d’agents antimicrobiens. Le patrimoine génétique qu’elles
partagent les rend insensibles et est transmissible a la descendance, ce qui donne
a cette résistance un caractere permanent. Par ailleurs, une bactérie naturellement
sensible peut acquérir une résistance ; cette nouvelle résistance ne concerne
cependant pas toutes les souches d’une méme espece. Elle est plus aléatoire
puisqu’elle résulte d’une modification de son capital génétique (Courvalin,

2008).

5-2 Biofilms et résistance bactérienne

Généralement, la présence de micro-organismes dans des biofilms peut
renforcer leur résistance aux agents antimicrobiens. Cela peut €tre dii a une
diminution de la pénétration de substances antimicrobiennes telles que les

antibiotiques, a une diminution du taux de croissance des cellules du biofilm et /
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ou a une diminution du métabolisme des cellules bactériennes dans les biofilms.
De plus, la présence de cellules persistantes et I'expression de genes de résistance
spécifiques dans les biofilms peuvent contribuer a cette tolérance. Le traitement
antimicrobien n’¢élimine souvent pas les biofilms du site de I’infection. Pour cette
raison, des agents anti-biofilms innovants avec des cibles et des modes d'action

novateurs sont nécessaires (Fux et al., 2005).
5-3 Modes de résistance bactérienne

5-3.1 Modulation des pompes d’efflux
5-3.1.1 Définitions des pompes d’efflux

La résistance par exportation active, a diverses substances antimicrobiennes
peut étre effective chez les bactéries grace a des transporteurs membranaires
appelés pompes d’efflux. Ces protéines sont soit spécifiques a une classe
d’antibiotique ou soit responsables du Multidrug resistant (MDR). Chez les
bactéries a Gram négatif, les systetmes d’efflux sont souvent des complexes
protéiques ternaires avec une pompe transmembranaire, une protéine
périplasmique de jonction et une porine de la membrane externe. Les pompes les
plus fréquemment rencontrées sont de type RND comme AcrB chez Escherichia
coli ou MexB chez Pseudomonas aeruginosa. Chez les bactéries a Gram positif,
les systémes d’efflux ne sont constitués que de la pompe. Les plus étudiés sont les
pompes MFS comme NorA ou QacA chez Staphylococcus aureus et PmrA chez
Streptococcus pneumoniae. Quelques transporteurs ont aussi €té décrits chez les
mycobactéries (Vincent, 2004). Les principales familles de pompes d’efflux sont

représentées sur la figure 13 ci-dessous :
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MFS MATE RND SMR ABC

Source : (Tahmina et al., 2017).

Figure 13 : Représentation sché matique des cinq familles de pompes d’efflux

présentes chez Escherichia coli.La membrane interne (IM) et la membrane externe (OM)
séparent l'espace périplasmique (PS). Les petites formes grises représentent une variété
d’antibiotiques et les fleches indiquent le sens de déplacement des antibiotiques a travers les
transporteurs. Le transporteur RND fait partie d’'un complexe tripartite composé des trois sous-
unités : la pompe a membrane interne, par ex. ColB AcrB (vert), et le pore de la membrane
externe, par ex. TolC (rouge) chez E. coli, qui sont liés ensemble par une protéine localisée
périplasmique, ou ArcA (bleu) chez E. coli. Les transporteurs ABC consistent en un corps
transmembranaire en violet et des domaines de liaison ATP en rouge. Les familles MES et
MATE sont des genes uniques qui forment deux domaines, représentés par les deux ovales.

Enfin, les familles de protéines SMR doivent se dimériser pour former le transporteur actif

(Tahmina et al., 2017).

5-3.1.2 Classifications des pompes d’efflux
Les pompes d’efflux comprennent plusieurs classes basées sur la forme
d’utilisation d’énergie fournie. Ainsi, la dissipation de proton est propre aux
familles MFS, RND et SMR. La famille MATE utilise I’ion sodium (Na*) comme
source d’énergie tandis que celle d’ABC tire sa source énergétique de I’hydrolyse

d’ATP (Vincent, 2004).
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La famille MFS (Major Facilitator Superfamily) : les transporteurs MFS
sont des protéines d’environ 400 acides aminés et sont présents chez des
organismes allant des bactéries aux eucaryotes supérieurs. L’analyse des profils
d’hydropathie (détermination de la nature hydrophobe des régions d’acides
aminés) et I’alignement des motifs conservés ont permis de diviser cette famille
en deux sous-familles, les pompes a 12 segments transmembranaires (TMS) et les
pompes a 14 TMS (Putman et al., 2000 ; Paulsen et al., 1996). A noter que ce
type de pompes est inhibé par la réserpine. Ces transporteurs fonctionnent
généralement sans protéine associ€e, excepté chez quelques bactéries a Gram

négatif (Zgurskaya, 2002).

La famille SMR (Small Multidrug Resistance) : les transporteurs SMR sont
uniquement présents chez les procaryotes. Ce sont les plus petites protéines
d’efflux avec une structure primaire d’environ 110 acides aminés. Les
transporteurs SMR sont constitués de quatre TMS et, du fait de leur petite taille,
pourraient étre assemblés en oligomeres, notamment en trimeres (Putman et al.,
2000). Les pompes SMR n’exportent que des cations lipophiles notamment

certains antiseptiques et désinfectants comme les ammoniums quaternaires.

La famille RND (Resistance-Nodulation cell Division) : les transporteurs
RND sont retrouvés essentiellement chez les bactéries a Gram négatif, chez
lesquelles ils jouent un role important dans la résistance naturelle et acquise vis-
a-vis de nombreux antibiotiques, souvent en synergie avec I’imperméabilité de la
membrane externe (Poole, 2004 ; Zgurskaya, 2002 ; Li et Nikaido, 2004).
Généralement codés par des génes chromosomiques, ils sont constitués d’environ
1000 acides aminés et comprennent 12 TMS avec deux larges boucles
périplasmiques hydrophiles impliquées dans la reconnaissance du substrat
(Putman et al., 2000). Pour permettre le transport a travers la membrane externe

des bactéries a Gram négatif, les pompes RND s’associent en complexe protéique
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tripartite avec une protéine périplasmique ou MFP (Membrane Fusion Protein) et

une porine de la membrane externe ou OMF (Outer Membrane Factor).

La famille MATE (Multidrug And Toxic compound Extrusion) : les
transporteurs MATE ont une topologie membranaire analogue a celle des pompes
MFS. Actuellement décrits chez les bactéries a Gram négatif, ils utilisent un

gradient ¢électrochimique d’ions Na+ (Borges-Walmsley et al., 2003) ; Li et
Nikaido, 2004).

La famille ABC ou NBD (Nucleotide-Binding Domain) : les transporteurs qui
utilisent I’énergie issue de I’hydrolyse de I’ATP sont appelés transporteurs ABC
(ATP-bindingcassette) et constituent la plus vaste famille de protéines connues.
Ces pompes sont tres largement impliquées dans la résistance de type MDR des
cellules cancéreuses mais seules quelques-unes ont été décrites chez les

procaryotes (Putman et al., 2000 ; Li et Nikaido, 2004).

5-3.1.3 Mécanismes de résistance bactérienne basés sur les
pompes d’efflux

Les pompes d’efflux sont des complexes protéiques associés a la membrane
bactérienne qui conduisent activement a 1’extrusion de substrats potentiellement
nocifs pour la bactérie, tels que des métaux lourds, des toxines et des agents
antimicrobiens, depuis le cytoplasme ou le périplasme vers I’extérieur de la
cellule (Muylaert et Mainil, 2012). Quel que soit I’état physiologique de la
bactérie (résistante ou sensible), les pompes d’efflux sont présentes (Piddock,

2006).

Les transporteurs ABC: Ceux-ci utilisent 1’énergie de I’ATP. Ces
transporteurs, rencontrés chez les bactéries et eucaryotes, sont des protéines de
600 acides aminés environ, comportant quatre domaines dont deux hydrophobes
transmembranaires, et deux domaines cytoplasmiques liant et hydrolysant I’ATP.

Le mécanisme de transport se compose de quatre étapes : (1) Liaison du substrat
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qui induit une augmentation de I’affinité des domaines cytoplasmiques pour
I’ATP. (2) Fixation de ’ATP qui induit un réarrangement des domaines
transmembranaires dans une conformation de faible affinité pour le substrat. (3)
Libération du substrat et hydrolyse de I’ATP. (4) Libération d’ADP et
d’orthophosphate inorganique (Pi) qui induit un retour a la conformation ouverte

initiale de la pompe dont I’affinité pour le substrat est forte (Linton, 2007).

Les transporteurs SMR : Ce sont des petites protéines d’environ 100 acides
aminés organisées en quatre hélices transmembranaires. Les transporteurs SMR
exportent des composés cationiques aromatiques tels que les ammoniums
quaternaires ou certains antibiotiques. Le mécanisme de ce systeme de transport
repose sur six étapes : (1) Libération de deux protons dans le cytoplasme, un
proton par monomere. (2) Fixation du substrat cationique(S+). (3) Changement
conformationnel du transporteur : la poche s’ouvre vers le périplasme (chez les
bactéries a Gram négatif) ou le milieu extracellulaire. (4) Libération du substrat
dans le périplasme ou le milieu extracellulaire. (5) Reprotonation des résidus

glutamates. (6) Réorientation du site de liaison du coté cytoplasmique

(Schuldiner, 2012).

Les transporteurs MFS : Constitué¢s d’environ 400 acides aminés, les MFS
constituent les familles de transporteurs ayant le plus grand effectif, et qui se
retrouvent chez les bactéries ou eucaryotes. Le mécanisme de transport se décrit
en six étapes : (1) Libération d’un proton de D34 dans le cytoplasme via E26. (2)
Fixation du substrat (S) sur un site distinct de D34. (3) Changement
conformationnel de la protéine qui s’ouvre vers le périplasme (chez les bactéries
a Gram-négatif) ou le milieu extracellulaire (chez les bactéries a Gram-positif).
(4) Libération du substrat dans le périplasme ou le milieu extracellulaire. (5)
Liaison d’un proton sur le résidu D34. (6) Retour du transporteur a sa

conformation initiale (Fluman, 2012).
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Les transporteurs MATE : Ce sont des protéines constituées de 450 acides
aminés comportant 12 segments transmembranaires. NorM est le premier
transporteur de cette famille et celui-ci a ét€ découvert chez Vibrio
parahaemolyticus. Cette famille de transporteur fonctionne en six €tapes : (1)
Liaison d’un ion Na+ impliquant les segments TMS 7 et TMS 8 (batonnet jaune
épais). (2) Mouvement des TMS 7 et TMS 8 (fleche rouge) vers le segment TMS
10 (batonnet jaune fin) et libération du substrat. (3) Changement conformationnel
du transporteur qui s’ouvre vers le cytoplasme. (4) Fixation d’une nouvelle
molécule de substrat déclenchant le mouvement des TMS 7 et TMS 8 (fleche
rouge) et fragilisant la liaison du Na+. (5) Libération de I'ion Na+ dans le
cytoplasme. (6) Retour du transporteur a sa conformation tournée vers le
périplasme (chez les bactéries a Gram-négatif) ou le milieu extracellulaire (chez

les bactéries a Gram positif) (Nikaido et Pages, 2012).

Les transporteurs RND : Les transporteurs de cette famille sont des systemes
tripartites. Ils sont uniquement présents chez les bactéries a Gram négatif et
permettent la liaison entre le cytoplasme de la bactérie et le milieu extracellulaire,
a travers la double membrane bactérienne. La particularité des RND se base sur
leur large spécificité leur permettant de transporter diverses molécules ayant des

structures différentes (Nikaido et Pages 2012).

5-3.1.4 Mode de résistance bactérienne basée sur la réduction de la
perméabilité membranaire

La membrane externe joue un rdle trés important dans la physiologie des
bactéries a Gram négatif en les rendant résistantes aux facteurs de défense de
I'hote tels que le lysozyme, la P-lysine et diverses protéines leucocytaires, qui sont
parfois tres toxiques pour la cellule (Bhat et al., 1991). La classification primaire
des bactéries est basée sur leurs propriétés de coloration de Gram qui les divisent
en deux groupes pour une grande majorit€¢ d’entre elles : les bactéries a Gram

négatifs et les bactéries a Gram positifs. Comme présentées sur la figure 14, les
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bactéries a Gram négatif ont une paroi externe recouvrant une couche
(relativement mince) de peptidoglycane (PG) et une membrane interne. En
revanche, les bactéries a Gram positifs ont une €paisse couche de PG qui sert de
paroi externe et une membrane cellulaire interne. (Hancock, 1997 ; Nikaido,

2003).
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Figure 14 : Représentation schématique d’une membrane bactérienne chez

Paroi
101ed

les bactéries a Gram positifs et chez les bactéries a Gram négatifs

(https://www.google.fr/search?g=membrane+bact % C3 % A9rienne&tbm). Chez les Gram

négatifs, il y a présence d’une paroi externe bien différenci¢e de la couche relativement mince
de PG recouvrant la membrane plasmique (interne). Chez les Gram positifs la couche de PG

relativement épaisse sert de paroi recouvrant la membrane interne.

La réduction de la perméabilité membranaire est en effet principalement
fonction de la membrane externe trouvée dans les bactéries a Gram-négatif et
dépend en grande partie de la structure hydrophobe du composant lipidique du
lipopolysaccharide et des porines. Les porines sont des canaux protéiques
nécessaires pour le transport de petites molécules hydrophiles comme les
nutriments et les ions a travers la membrane externe (Raetz, 2007 ; Pages et al.,

2008). De méme, les antibiotiques hydrophiles pénetrent la membrane via ces
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canaux, comme les phénicolés, les B- lactamines et les fluoroquinolones
(Nikaido, 2003; Kojima et Nikaido, 2013; Neves, 2005). La réduction de la taille
des porines ou leur expression réduite (voire inexistante) peut ainsi inhiber
I’influx d’antibiotiques a I’intérieur de la bactérie, entrainant une diminution de

I’accumulation de celui-ci et donc de son activité (Cohen, 1988).

5-3.2 Stratégies de lutte contre la résistance bactérienne

La lutte contre la résistance bactérienne repose sur des molécules anti-
résistantes. Les molécules anti-résistantes ont été associées en tant qu’adjudants
aux antibiotiques dans les travaux de Gill et al en 2015. Un adjuvant ne possede
généralement pas d’activité antibactérienne intrinseque mais il permet a un
antibiotique d’avoir une meilleure action sur sa cible lorsqu’il lui est associé.
Ainsi, une approche combinatoire est jugée opportune afin de potentialiser les
effets des antimicrobiens (Bolla et al., 2011). Il existe plusieurs classes de
composé€s constituant les adjuvants. Parmi celles-ci il existe les composés
inhibiteurs de la pompe a efflux (Abuzaid et al., 2012), et perméabilisants de la
membrane externe (Urakawa et al., 2010). Une représentation schématique de

ces composés est montrée dans la Figure 15 (ci-dessous).
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Figure 15 : Agents antirésistants et antivirulents sélectionnés et leurs

mécanismes d’action chez Staphylococcus aureus. les peptides cationiques
(Hancock, 1997) et EDTA (Hancock et Wong, 1984) sont des agents perméabilisants de la
membrane externe qui rendent la membrane externe plus sensible a la pénétration
d'antibiotiques. La capsaicine (Kalia et al., 2012) est un inhibiteur de pompe a efflux qui agit
sur la pompe NorA de S. aureus pour empécher I’efflux de ’antibiotique ciprofloxacine de
I’intérieur de la cellule. L’acide clavulanique (Totir et al., 2007) est un inhibiteur de la
lactamase qui inhibe I’action de celle-ci sur la pénicilline, augmentant ainsi 1’efficacité. La
Savirin (Sully et al., 2014) est un inhibiteur sensible au quorum qui arréte la liaison de AgrA
au promoteur P2, qui se trouve en amont d'un opéron détectant le quorum de S. aureus. La
liaison de AgrA au promoteur P2 induit la transcription de ’opéron détectant le quorum, de
sorte que l'action empéche l'expression du gene sensible au quorum. L’urtoxazumab (Lopez et
al., 2010) est un inhibiteur de toxines qui inactive la toxine 2 de type E. Shiga-like de E. coli.
La toxine 2 est produite par les genes du phage en fin de cycle puis libérée de la cellule lors de
la lyse. La toxine est ensuite liée et inactivée par I’anticorps anti-urtoxazumab. CoilA et CoilB

(Larzabal et al., 2013 ; Larzabal et al., 2010) sont des peptides qui inhibent 1'assemblage de

Thése de GOZOUA Emmanuel 2015-2018 69


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bolla%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21549704

'appareil a systeme de sécrétion de type I1I. En empéchant la formation du systéme de sécrétion

de type II1, la sécrétion de protéines effectrices (telles que Tir) est efficacement stoppée.

5-3.2.1 Inhibition des pompes d’éfflux

La surexpression de la pompe d’efflux est un mécanisme important de résistance
bactérienne entrainant 'expulsion d'antibiotiques a partir de cellules bactériennes.
L’inhibition de la pompe est donc une stratégie qui pourrait rétablir la puissance
des composés antibactériens actuels contre les bactéries résistantes et peut-étre

conduire au développement de nouveaux composés.

Les pompes a efflux RND interviennent dans la résistance intrinseque de
nombreux Gram négatifs et, lorsqu'ils sont exprimés, conduisent a des phénotypes
de résistance multiple aux médicaments chez les Enterobacteriaceae et
Pseudomonas aeruginosa. Ils constituent donc des cibles potentielles pour de
nouveaux agents susceptibles de restaurer la sensibilité a différents antibiotiques
(Biot et al., 2011). Parmi les inhibiteurs possibles, citons le phénylalanine-
arginine B-naphthylamide (PABN), un inhibiteur double perméabilisant et
inhibiteur de la pompe a efflux. Ce composé inhibe I'action d'efflux de
nombreuses pompes de la famille RND et est capable de réduire la résistance
intrinseque et mutationnelle a plusieurs composés antimicrobiens (tableau 2)

(Biot et al., 2011; Lamers et al., 2013).

Une autre cible qui a fait I’objet de nombreuses recherches est la pompe a efflux
NorA de S. aureus, qui confere une résistance a plusieurs agents antimicrobiens,
y compris les fluoroquinolones (Kumar et Schweizer, 2005), donnant lieu a un
phénotype de multirésistance. De nombreux composés de différentes sources et
de différentes classes ont été testés pour leur capacité a désactiver la pompe NorA
et a rétablir l'activité des antibiotiques par rapport a S. aureus résistant (Figure
15). Des recherches ont également €té menées pour mettre au point des
fluoroquinolones afin d'éviter les efflux via les pompes NorA afin d'améliorer leur

efficacité antimicrobienne (Ince et al., 2002).
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Une autre possibilité pour réduire les effets déléteres des pompes a efflux
implique l'utilisation d’acides nucl€iques peptides anti-sens, également connus
sous le nom de PNA. Les PNA sont des homologues synthétiques d’acides
nucléiques dans lesquels le squelette du polynucléotide phosphate est remplacé
par un polymere pseudopeptidique flexible. Les PNA agissent en tant que
médiateurs anti-sens en se liant avec une haute spécificité a des séquences
complémentaires d'ADN et d'ARN et en inhibant I'expression et la traduction de
genes (Paulasova et Pellestor, 2004). Un composé de PNA a été utilisé pour
sensibiliser Campylobacter jejuni en diminuant l'expression de la pompe d'efflux
CmeABC, qui confere généralement une résistance a plusieurs antimicrobiens,

notamment la ciprofloxacine et I’érythromycine (Zhang et al, 2009).

5-3.2.2 Perméabilisation de la membrane bactérienne

Les bactéries a Gram négatif sont intrinsequement résistantes a la plupart des
antibiotiques en raison de la barriere de perméabilité fournie par la membrane
externe (Hancock, 1985; Hancock, 1997). La membrane externe est une barri¢re
semi-perméable comprenant une bicouche asymétrique perforée par des protéines
formant des canaux appelées porines. La zone des canaux par lesquels des
antibiotiques hydrophiles tels que les b-lactames peuvent passer est assez petite
(<1% de la surface) et limite donc le taux d'absorption dans la cellule, conduisant
a une plus grande efficacité des autres mécanismes de résistance tels que b-
lactamases et des pompes a efflux. La couche externe de la membrane est occupée
par le lipopolysaccharide (LPS), une molécule poly anionique inhabituelle, qui est
stabilisée par le pontage crois€ de cations divalents. Cela sert a limiter le passage
de composés hydrophobes qui ne peuvent pas se répartir facilement dans la
membrane. Les agents qui extraient ou déplacent les cations divalents de cette
membrane la rendent de plus en plus perméable aux substances hydrophobes et
hydrophiles et méme aux petites protéines comme le lysozyme (Hancock et
Wong, 1984 ; Scott et al., 1999). 1l existe en effet plusieurs polycations, par

exemple des polymyxines, des aminosides, des peptides antimicrobiens
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cationiques et des macrolides dibasiques (azithromycine) qui sont reconnus dans
le processus de la perméabilisation membranaire (Hancock, 1997). Ils
interagissent sur ce site localisé au niveau de la membrane externe, ce qui
provoque une déstabilisation locale de la membrane et donc une perméabilité aux
interactions, un processus appelé « self-promoted uptake ». Dans le méme temps,
d'autres composés, y compris les antibiotiques, peuvent plus facilement pénétrer

dans la membrane perméabilisée (Scott et al., 1999).

Ainsi, les perméabilisants représentent une méthode par laquelle 1'activité des
antimicrobiens, séverement limitée par la présence de la membrane externe, peut
étre augmentée. Ces composé€s sont typiquement cationiques et amphiphiles ou
des chélateurs, qui peuvent étre développés a partir de peptides, de composés
analogues aux peptides, de polymeres ou de lipides, tels que, par exemple, des
peptides antimicrobiens (Hancock, 1997 ; Scott et al., 1999) et de l'acide
cholique (Savage, 2001 ; Schmidt et al., 2001).

Ces propriétés physico-chimiques sont assez générales et, par conséquent,
certains agents sont des agents perméabilisants beaucoup plus efficaces que
d'autres (Vaara, 1991). Une étude a examiné ’aptitude de divers composés a
perméabiliser la membrane externe des souches de P. aeruginosa et a démontré
I’efficacité de I’acide citrique, de la polyL-lysine, de ’EDTA et du nonapeptide
de polymyxine B (PMBN), une version désacylée de la polymyxine sans activité
antibiotique mais conservant 1’activit¢ de perméabilisation membranaire de la

polymyxine B) (Hancock et Wong, 1984).

D'autres études ont montré que les peptides cationiques sont absorbés par
I'absorption « self-promoted uptake » (Hancock, 1997) et peuvent donc agir
comme des agents perméabilisants montrant une synergie dans la pompe a efflux
de P. aeruginosa avec la ciprofloxacine, la carbénicilline et I'acide nalidixique
(Hancock, 1997). L'amélioration de l'activité bactéricide de 1'endolysine EL 188

de bactériophage hautement muralytique a également été étudiée et une synergie
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a ét¢ démontrée avec 1'EDTA, lacide citrique, la poly-L-lysine et le
perméabilisant PMBN (Briers et al., 2011). Dans un autre exemple, les diamines
ont été utilisées pour améliorer la perméabilisation de la membrane, montrant une
amélioration des effets bactéricides causés par la novobiocine et la tyrocidine et

une induction de la fuite d’ion K* du cytoplasme bactérien (Ando et al., 2012).

5-3.3 Méthodes de lutte contre la résistance bactérienne développée au

sein d’un biofilm

Diverses explications ont été fournies pour expliquer la résistance adaptative
dans les biofilms, notamment la diffusion limitée d'antibiotiques, la liaison a des
composants de la matrice tels que 'ADN, la croissance et le métabolisme limités
des cellules au sein du biofilm, la présence de persistants et la régulation positive
des mécanismes de résistance dans le cadre du profil transcriptionnel modifi€ des
biofilms (De La Fuente-Nunez et al., 2013). Dans le but de sélectionner une
nouvelle classe d'adjuvants, des études ont ét€ menées sur des peptides
synthétiques. Parmi ceux-ci, le peptide 1018, un petit peptide synthétique
cationique qui a €été développé a partir de la bacténécine, un antibiotique
peptidique isolé a partir des cellules sanguines du bovin (Wu et al., 2010 ;
Wieczorek, 1999) avait non seulement une activité antibiofilm a large spectre (De
La Fuente-Nunez et al., 2014), mais aussi une forte synergie avec des
antibiotiques hautement utilisés (ceftazidime, tobramycine, imipéneme et
ciprofloxacine) (Reffuveille et al., 2014). Il a également été démontré
précédemment que le peptide humain LL-37 et le peptide synthétique 1037 issu
d’une librairie aléatoire, empéchent la formation de biofilms a des concentrations
ne représentant que des fractions de leur CMI (Overhage et al., 2008 ; De La
Fuente-Nunez et al., 2012). De nombreux autres agents anti-biofilm sont en

cours de développement et ont récemment été discutés (De La Fuente-Nunez et

al., 2013).

Thése de GOZOUA Emmanuel 2015-2018 73



6- Souches bactériennes étudiées dans le cadre de la these

6-1 Origine, conditions de prélevements et de conservation

Les bactéries étudiées au cours de cette thése font partie d’une collection de
souches isolées de la Méditerranée dans la rade de Toulon. L’isolement de ces
bactéries s’est fait dans le cadre des travaux de Camps en 2011. Ces souches
dénommées « Toulon Collections » (TC), appartiennent principalement aux
genres Halobacillus, Persicivirga, Polaribacter, Agarivorans, Shewanella,

Alteromonas et Pseudoalteromonas.

Les souches bactériennes ont été isolées de la Méditerranée dans la rade de
Toulon a partir de plaques de polystyrene, de silicone ou de silicones fluorées
immergées dans I’eau de mer. La premiere campagne s’est déroulée en février
2008 au lieu-dit le Mourillon et s’inscrit dans le cadre de la thése soutenue par
Mercedes Camps en 2011 (Camps, 2011). Les plaques ont été immergées 6
heures puis les bactéries ayant adhéré ont été récupérées. Dix souches ont ainsi
été isolées mais deux souches n’ont pas pu €tre cultivées a posteriori (TC2 et
TC3). Une partie de ces souches a été partiellement identifiée et caractérisée
(Camps, 2011). La deuxieme campagne d’isolement de bactéries a débuté en juin
2010 a partir de plaques en silicone fluorées immergées 24 heures dans le port
militaire de Toulon. Cinq souches ont pu ainsi étre isolées (TC11 a TC15). Toutes
les plaques récupérées lors de ces 2 campagnes ont été immergées a 1 m de

profondeur (Brian-Jaisson et al., 2014)

6-2 Genre Pseudolateromonas

Les especes appartenant au genre Pseudoalteromonas ont été isolées d’hotes
eucaryotes telles que les algues marines, les moules, les éponges et les tuniciers.
(Egan et al., 2001). Pseudoalteromonas a été découvert en association avec des
surfaces vivantes et il pourrait produire des composés bioactifs dans le cadre de
son autodéfense contre des spores d'algues, des larves d'invertébrés, des bactéries

et des champignons (Carola et al., 2002).
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Ce genre bactérien est constitué de bacilles Gram négatif, a la fois pigmentés et
non pigmentés, aérobies strictes, mobiles a I’aide de flagelles latéraux et/ou
polaires, possédant un métabolisme chimio-hétérotrophe (Bozal et al., 1997).

Récemment décrit, le genre Pseudoalteromonas est le résultat d'une révision
taxonomique approfondie basée sur les relations phylogénétiques entre les
membres des genres Alteromonas, Shewanella et Moritella. En effet, Gauthier et
al. (1995) ont suggéré a travers leurs travaux que le genre Alteromonas se
subdivisait en deux genres, la majorité des especes étant reclassée dans le nouveau
genre Pseudoalteromonas, laissant Alteromonas macleodii comme la seule espece
d'Alteromonas.

En plus des especes telles que P. tunicata, P. luteolitica, P. lipolytica, I’espece
marine Pseudoalteromonas ulvae a ét€ isolée de la surface de l'algue marine Ulva
lactuca. 11 a été€ démontré que cette bactérie inhibe le peuplement des larves de
I’invertébré marin Balanus amphitrite et la germination des spores de 1’algue verte

U. lactuca et d’une espece de 1’algue rouge Polysiphonia (Egan et al., 2000).

6-2.1 Pseudoalteromonas ulvae

Cette espece largement décrite par Egan et al., 2001, a été isolée de différents
endroits dans le monde : la Méditerranée plus précisément la rade de Toulon pour
la souche TC14 (Brian-Jaisson et al., 2014), les cotes orientales de 1’ Australie
(Egan et al., 2001), les eaux cotieres danoises (Skovhus et al., 2007; Bernbom
et al., 2011;). Basé sur la séquence d’identité de I’ADNr 16S, P. ulvae semble
étre proche de I’espéce P. tunicata (Egan et al., 2001 ; Brian-Jaisson et al.,
2014). Selon Skovhus et al., 2007, les deux especes formeraient le sous-groupe

antifouling.

6-2.1.1 Caracteres morphologiques et culturaux de P. ulvae

P. ulvae est une bactérie Gram négatif en forme de batonnet, strictement
a¢robie, oxydase et catalase positive, mobile par le moyen d’un seul flagelle

polaire. Les souches P. ulvae UL12T, P. ulvae UL13 et P. ulvae TC14 utilisent le
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glucose, le maltose, le citrate, le mannose et le tween 20 comme seule source de
carbone et non le lactose, le sucrose, le tréhalose, le fructose, la raffinose, le
sorbitol, la xylose, le cellobiose, I’érythritol, 1’arabinose, le rhamnose, la L-
glutamine et la DL-serine (Egan et al., 2001 ; Brian-Jaisson et al., 2014;). En
plus, la souche P. ulvae TC14 ne produit pas de B-glucuronidase et de a-
glucosidase (Brian-Jaisson ef al., 2014). Sa température optimale de croissance
est de 23°C. Elle croit difficilement a 4°C et aucune croissance n’est observée a
partir de 35°C. Sa gamme de pH de croissance varie de 5,5 a 12, avec un optimum
a pH 8. Pour croitre, les souches de P. ulvae ont besoin d’un apport en ions Na+
dans une concentration optimale de 1 a 2,5% de NaCl. P. ulvae TC14 croit en
milieux VNSS et MB ou elle forme des colonies violettes (Brian-Jaisson ef al.,
2014). Les souches UL12T et UL13 décrites par Egan et al. (2001) se développent
sur VNSS, LB20, TBS avec 2% de NaCl, mais ne forment de colonies violettes
qu'en VNSS (Egan et al., 2001). D’autres caractéristiques de I’espeéce ont été
mises en évidence par Brian-Jaisson et al., 2014. Elles se résument au fait que la
souche P. ulvae TC14 est mobile par swimming, faiblement mobile par swarming
et pas mobile par twitching. Elle est hydrophile, pour étre capable d’adhérer

fortement aux solvants polaires tels que le chloroforme (70%).

6-2.1.2 Production de pigment par P. ulvae

Certaines especes de Pseudoalteromonas produisent divers métabolites
primaires et secondaires, notamment des antibiotiques, des exopolymeres, des
enzymes hydrolytiques et des pigments. Les souches telles que P. luteoviolacea,
P. tunicata et P. ulvae produisent un pigment pourpre. Chez P. luteoviolacea, ce
pigment a été décrit comme étant la violacéine et la déoxyviolacéine, (Skovhus
etal., 2007). Par ailleurs, la production d’un pigment similaire avait été constatée
chez Pseudoalteromonas sp. 520P1 et Pseudoalteromonas sp 710P1 et celui-ci a
été caractérisé comme étant la violacéine (Yada et al., 2008). Finalement, le
pigment produit par la souche P. ulvae TC14 a été caractérisé comme étant la

violacéine par Aye et al., 2015.
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6-2.1.3 Propriétés chimiques de la violacéine

La violacéine est un pigment antibiotique a large spectre, de couleur pourpre,
produite en condition aérobie par certaines bactéries telluriques comme C.
violaceum (Demoss et Evans, 1959). C’est un pigment insoluble dans I’eau, mais
soluble dans les solvants organiques comme 1’€thanol, le méthanol et I’acétone.
Son absorption maximale dans le méthanol serait de 585 nm (Blosser et Gray,

2000).

6-2.1.4 Biosynthese de la violacéine

Depuis plus de 50 ans, la violacéine produite par C. violaceum fait 1’objet de
recherche visant a mieux comprendre le mode de régulation particulier qui
controle sa synthese, a connaitre les parametres qui influencent sa production et a
mettre en évidence ses intéréts biomédicaux et biotechnologiques (Dessaux et al.,
2004).

Le groupe de genes de biosynthese de la violac€ine avait été précédemment
décrit comme comprenant quatre genes, vioABCD. Un cinquieme gene (vioE)
était essentiel pour la biosynthese de la violacéine, en particulier pour Ia
production du décalage caractéristique (de 1 a 2) du noyau indole (Sanchez et al.

2006).

VioA > vioB vioC vioD
P

Figure 16 : Description schématique de I’orientation des génes vio sur
I’ADN de Chromobacterium violaceum ATCC12472 en fonction du
promoteur (P) (Sanchez et al. 2006).

VioE

La description structurale de la molécule de violacéine donne lieu a trois unités
: le 5-hydroxyindole, la 2-pyrrolidone et I’oxindole (DeMoss et Evans, 1960).
Les voies de biosynthese de la violacéine et des indolo-carbazoles comprennent

une fusion par décarboxylation de deux unités tryptophane. Cependant, dans le
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cas de la violacéine, 1'un des tryptophanes subit un décalage inhabituel (de 1 a 2)
du cycle indole. Ainsi, la formation de la violacéine est le résultat d’une suite de
réactions d’oxydation et d’isomérisation. La biosynthese de la violacéine est

décrite dans la figure 17 ci-dessous.
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COOH COOH

2-IPA VioE

Source : (Balibar et Walsh, 2006)

Figure 17 : Description schématique de la biosynthese in vivo de violacéine
(Balibar et Walsh, 2006). Le tryptophane (Trp), principal précurseur de la violacéine est

oxydé en imine (IPA) sous I’action de VioA. Deux molécules d’IPA subiront une dimérisation

oxydative sous I’action de VioB. Ce qui conduit donc a la formation d’une molécule X
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(contenant 2 imines). La molécule X subit une tautomérisation : elle est soit conduite
spontanément vers la formation de I’acide chromopyrolique (4) (CPA) par condensation
intramoléculaire, ou soit elle est transformée en prodéoxyviolacéiene (5) par décalage du
groupement indole sous I’action de VioE. La prodéoxyviolacéine pourrait soit étre directement
oxydée en un composé (7) ou soit elle est hydrolysée par VioD en proviolacéine (6). La
proviolacéine subira elle aussi une hydrolyse mais cette fois sous 1’action de VioC pour donner

la violacéine (Balibar et Walsh, 2006).

6-2.1.5 Le QS comme facteur de régulation de la violacéine chez le
genre Pseudoalteromonas

La détection du quorum sensing bactérien (QS) est un mécanisme de
communication entre cellules et de régulation des genes qui permet aux bactéries
de coordonner la mobilité, la formation de biofilms, la résistance au stress et la
production de métabolites secondaires dont le pigment bactérien en réponse a des

seuils de concentrations de signaux QS (Dobretsov et al., 2009).

Chez Chromobacterium violaceum ATCC 31532, un certain nombre de
caractéristiques phénotypiques, notamment la production du pigment violet, la
violacéine, le cyanure d'hydrogene, les antibiotiques et les exoprotéases, sont
connues pour étre régulées par ’AHL endogéne N-hexanoyl-L-homosérine
lactone (HHL) (Chernin et al., 1998). Ainsi, Chromobacterium violaceum est
reconnue comme étant une bactérie dont la production de violaceine est induite

par ’AHL (McClean et al., 1997).

En ce qui concerne le genre Pseudoalteromonas, treés peu d’études ont décrit le
systtme de communication de type QS. Cependant, les résultats d’une étude
menée par Wang et al en 2008 ont suggéré que la production de violacéine dans
la souche Pseudoalteromonas 520P1 était controlée par le QS. En effet, les
molécules de signalisation ont été extraites de la culture bactérienne et identifiées
par la suite comme étant la N-(3 oxooctanoyl) -homosérine lactone et la N-

tétradécanoyl-homosérine lactone. Ces molécules ont été par la suite définies
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comme celles qui induisent la production de violacéine chez Pseudoalteromonas

520P1 (Wang et al., 2008).

6-2.1.6 Formation de biofilm du genre Pseudoalteromonas

Le genre Pseudoalteromonas a été décrit dans plusieurs études comme €étant
capable de former un biofilm. Les especes P. tunicata (Rao et al., 2005), P.
ruthenica (Saravanan et al., 2006), Pseudoalteromonas sp. J36 (Dheilly et al.,
2010), Pseudoalteromonas sp. D41 (Ritter et al., 2011) et P. ulvae TC14 (Brian-
Jaisson et al., 2014) en ont été des illustrations. Dans cette étude la formation de
biofilm de Pseudoalteromonas ulvae TC14 sera entre autre €valuée. Déja, les
études menées par Brian-Jaisson et collaborateurs (2014); Aye et
collaborateurs (2015) sur 1’évaluation de la formation de biofilm de P. ulvae
TC14 en BFRT et en cristal violet ont révél€ que la souche est capable de former

un biofilm mature en microplaque des 24h en milieu VNSS et en milieu MB.

6-2.2 Les autres souches bactériennes étudiées au cours de cette these
En plus de P. ulvae, deux souches dénommées Pseudoalteromonas lypolitica
TC8 et Paracoccus sp. 4M6 ont été €tudiées. Les différents aspects évalués chez
P ulvae tels que la capacité d’adhésion au polystyrene et la formation de biofilm

ont été examinés chez P. lypolitica TC8 et Paracoccus sp. 4M6.

6-2.2.1 Pseudoalteromonas lipolytica TC8

Issue du genre Pseudoalteromonas préalablement décrit comme un bacille
Gram négatif, I’espeéce Pseudoalteromonas lypolitica est mobile au moyen d'un
flagelle polaire. Les cellules sont droites, légerement incurvées et en forme de tige
(de 0,5 a 0,8 mm de largeur et de 1,0 a 2,0 mm de longueur) aux extrémités
arrondies et chimio-organotrophes. Les colonies sur MA (Marine Agar) ont un
diametre de 1 a 2 mm, sont lisses, circulaires et non pigmentées apres 48 h. La
croissance de Pseudoalteromonas lipolytica nécessite du Na* ou de I'eau de mer.
Les colonies sont observées en présence de 0,5 a 15,0% de NaCl. La concentration

optimale de NaCl pour la croissance est de 3,0%. La croissance a pH 5,5-9,5 et
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15-37 °C (croissance optimale a pH 7,0-8,0 et 25 °C) est observée. Aucune
croissance n'est détectée a 4 °C ou au-dessus de 45 °C (Xu et al., 2010).

Par ailleurs, I’adhésion et la formation de biofilm de Pseudoalteromonas
lipolytica ont été évaluées par Aye et al., 2015 et Andjouh et Blache, 2015 en
milieu VNSS et MA. Les résultats ont montré une bonne capacité¢ d’adhésion et

de formation de biofilm des 24h par la souche TC8 en microplaque.

6-2.2.2 Paracoccus sp. 4M6
Le genre Paracoccus est composé de bactéries a Gram négatif. Il est oxidase et

catalase positif, et présentent une grande polyvalence métabolique. A I'heure
actuelle, le genre Paracoccus comprend 17 especes reconnues.
Phylogénétiquement, le genre appartient a la sous-classe des Protéobactéries (Lee
etal., 2004).

Paracoccus sp. 4M6 a également montré une bonne capacité d’adhésion et de
formation de biofilm dans les mémes conditions que P. lipolytica TC8 et P. ulvae

TC14 (précédemment décrites) au cours des travaux menés par Aye et al., 2015.
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7- Contexte général et objectifs de la these

Cette étude s’inscrit dans le cadre de la recherche de stratégies antifouling
respectueuses de I’environnement. Son intérét se portera principalement sur une
bactérie marine nommée Pseudoalteromonas ulvae TC14 issue de la collection
du laboratoire MAPIEM. En effet, cette souche productrice d’un pigment pourpre
décrit comme étant la violacéine a selon des études précédentes, une bonne
capacité¢ d’adhésion et de formation de biofilm en surface synthétique. En outre
une étude menée par Aye et collaborateurs (2015) a montré que la formation de
biofilm et la production de violacé€ine chez cette souche seraient régulées par des
AHLs exogenes. En revanche, elle ne semble pas en produire car aucune n’a été
détectée par LCMS. L’un des objectifs de cette these est donc de poursuivre la
caractérisation moléculaire du QS de P. ulvae TC14 par la recherche et
I’évaluation de la fonctionnalité des geénes du QS. Il sera également recherché des
composés actifs sur le QS permettant I’inhibition du biofilm et d’évaluer si par
des méthodes combinatoires des composés de différentes cibles, I’efficacité

antibiofilm est augmentée.

La caractérisation moléculaire du QS chez P. ulvae TC14 constituera le chapitre
3 de cette étude. Dans cette partie les résultats du séquencage complet du génome
de P. ulvae TC14 seront présentés ainsi que les différents genes impliqués dans le

QS de cette bactérie.

Le chapitre 4 portera sur la recherche de modulateurs du QS. Dans cette partie
de I’étude, les résultats de I’effet des molécules telles que les AHLs (3-0x0-C6-
HSL et 3-0x0-C8-HSL), le farnesol, I’eugénol, et acides gras sur la violacéine
seront présentés. Ces résultats nous permettront de sélectionner les molécules

actives sur le QS de P. ulvae TC14.

Une approche combinatoire entre les QSIs ainsi sélectionnés et les composés
antifouling mis au point au laboratoire Mapiem a été effectuée dans le chapitre 5.

Ce chapitre décrira ’effet de la combinaison d’un composé antifouling et d’un
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anti-QS sur ’adhésion et la formation de biofilm par la bactérie. Ceci permettra
de savoir si les composés modulateurs du QS pourront renforcer 1’effet des
composés antifouling ou bien au contraire, restaureront le biofilm chez P. ulvae
TC14 et deux autres bactéries marines Pseudoalteromonas lipolytica TC8 et

Paracoccus sp. 4M6.

Le dernier chapitre de cette étude présentera les résultats de la recherche de
stratégies antifouling visant les facteurs de résistance bactériennes chez P. ulvae
TC14 et les deux autres especes marines P. lipolytica TC8 et Paracoccus sp. 4M6.
L’objectif de ce chapitre est de trouver des composé€s ayant des propriétés
différentes et permettant de potentialiser I’effet des composés antifouling dont on
dispose. En effet, il conviendra de rechercher des stratégies antifouling visant
d’autres cibles telles que les pompes d’efflux et les membranes bactériennes afin

de diversifier les moyens de lutte contre le développement du biofilm.
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Chapitre II :

Matériel méthodes
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1- Matériel
1-1 Souches marines

Le matériel biologique utilis€ dans cette étude est constitué de bactéries
d’origine marine, isolées de la rade de Toulon, appartenant a la collection (TC
pour Toulon Collection) du laboratoire MAPIEM. Au sein de cette collection,
deux souches appartenant au genre Pseudoalteromonas ont été sélectionnées :
Pseudoalteromonas lipolytica TC8 et Pseudoalteromonas ulvae TC14. Une
souche marine, Paracoccus sp. 4M6, isolée de I’Océan Atlantique et fournie par
le laboratoire de Biotechnologie et Chimie Marines de Lorient (LBCM), a été
utilisée comme contr6le positif dans certains tests. Les différentes bactéries sont
décrites dans le Tableau 4 ci-dessous :

Tableau 4 : Description des souches marines étudiées

Taxonomie Pseudoalteromonas Pseudoalteromonas  Paracoccus sp.
ulvae lipolytica
Type de Bacille Gram- Bacille Gram- Bacille Gram-
Gram
Morphologie Petite Colonie Petite colonie Petite colonie
violette jaunatre ou beige blanchatre
1,5 mm X 1.5mm I,SmmX 1.5mm 1,5 mm X 1.5mm
Lieu de Port militaire de =~ Mourillon (Toulon) Golfe du
prélévement Toulon Morbihan
Surface Silicone fluorée Silicone Verre
utilisée ELPO08/55554/13 ELPO08/55554/13
Image sur o “\ — '
VNSS Agar (ﬂ
Image au
MEB
Références  (Briand-jaisson et (Camps et al., (Grasland et al.,
al., 2014) 2011) 2003)
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1-2 Biosenseurs
Les biosenseurs utilisés dans cette étude proviennent des genres Vibrio harveyi

et Chromobacterium violaceum. Chez V. harveyi les mutants tels que BB170
(muté dans luxl) et BB886 (muté dans [uxR) ont été€ utilisés pour la recherche du
type d’auto-induction chez P. ulvae TC14. En ce qui concerne Chromobacterium
violaceum, la souche sauvage ATCC 12472 et la souche mutée CV026 ont été
utilisées afin d’établir un lien entre la production de violacéine et le type d’AHLs
présents chez P. ulvea TC14. En effet, ' ATCC 12472 produit la violacéine a partir
de la C6-HSL intrinseque (McLean et al., 2004) et la C. violaceum CV026
produit la violacéine a la détection de la C6-HSL exogene et les AHLs a chaine

latérales courtes (McLean et al., 1997 ; Rumbaubaugh et al., 2011).

1-3 Cryoconservation des souches bactériennes

Toutes les souches bactériennes (marines et biosenseurs) ont ét€ conservées par
cryogénisation dans des cryotubes stériles de 1,8 mL (Thermo Scientific). Les
cryotubes ont été préparés a partir de 750 pL de culture bactérienne en phase
exponentielle de croissance (DO600nm > 0,6) plus 750 pL de glycérol stérile soit
50% de bactérie en solution finale. Pour chaque souche bactérienne, plus d’un

cryotube ont été préparés et conservés a -80°C.

1-4 Milieux de culture et solutions
Plusieurs milieux de culture ont été utilisés pour réaliser cette étude. Il s’agit
des milieux spécifiques aux bactéries marines et des milieux essentiellement

utilisées pour la croissance des biosenseurs qui sont des souches terrestres.

1-4.1 Vaiatanen Nine Salt Solution (VNSS) et VNSS agar
Le milieu Vidtanen Nine Salt Solution (VNSS) a été utilisé pour la croissance
des bactéries marines. C’est un milieu non commercial, donc préparé directement
au laboratoire a partir des différents réactifs présentés dans le Tableau 13. Sa
préparation se fait en deux phases comme indiqué dans le Tableau. D’abord, la

préparation du NSS a partir de neuf sels, puis celle du VNSS par ajout des
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éléments organiques au NSS (Mardén et al., 1985).
Apres ajout de ’amidon, le milieu devient trouble et il s’avere nécessaire de le
porter a €bullition jusqu’a ce qu’il devienne limpide. Son pH apres autoclavage
est de 7,6. Le VNSS agar (VNSSA) quant a lui a été obtenu par ajout de 1,5%
(p/v) d’agar (Sigma Aldrich, France). Dans cette étude, le milieu VNSS a été

utilisé pour les cultures planctoniques et sessiles des souches marines.

Tableau 5 : Composition du milieu VNS

Préparation du NSS

NaCl 17,600
Na>SOq4 1,470
NaHCOs3 0,008
KCl 0,250
KBr 0,040
MgCl: 6H20 1,870
CaCl, 0,310
SrCl; 0,010
H3BO3 0,010

Préparation du VNSS
Peptone 1,000
Extrait de levure 0,500
Glucose 0,500
Amidon 0,500
FeSO4 7TH20 0,500
Na:HPOq4 0,010
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1.4.2 Marine broth (MB) et Marine agar (MA)

Le milieu Marine Broth (MB) (Becton, Dickson and company) est aussi un

milieu spécifique aux bactéries marines. Certaines bactéries marines de notre

laboratoire exigent ce milieu pour leur croissance. C’est un milieu plutot délicat a

la préparation, car apres autoclavage, il a tendance a devenir turbide. Pour y

remédier, il faut le filtrer sur une membrane de 0,2 um (PVDF, Millipore), ce qui

risque toutefois de modifier sa composition chimique finale (Tableau 14). Son pH

apres autoclavage est de 7,6. Il est donc surtout utilisé sous sa forme gélosée, le

milieu Marine agar (MA) (Becton, Dickson and company). Sa composition differe

de celle du MB seulement dans la concentration de 1’¢lément MgCl, (8,8 g/L au

lieu de 5,9 g/L) et aussi par la présence de 1’agar (1,5%) (p/v).

Tableau 6 : Composition chimique du milieu MA

Peptone 5,0000
Yest extract 1,0000
NaCl 19,4500
NazSOq4 3,2400
Na>CO3 0,1600
KCl 0,5500
KBr 0,0800
MgCl. 8,8000
CaCl; 1,8000
SrCl 0,0340
H3BO3 0,0220
CeHsFeO7 0,1000
NAF 0,0024
(NH4)NO3 0,0016
Na:HPOq4 0,0080
Na:zSiOs 0,0040
Agar 15,0000
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1.4.3 Sea Salt (SS)

Le Sea Salt (Sigma Aldrich, St Quentin, France) ou eau de mer artificielle
(artificial sea water ou ASW) est une solution dépourvue de source de sucre et de
carbone organique. Sa composition permet de maintenir les bactéries marines
dans des conditions proches de celles de I’eau de mer. Il a été utilisé pour induire
un état de « stress » nutritif chez les bactéries marines, afin de favoriser I’adhésion
et la formation d’un biofilm in vitro. Il contient les éléments chimiques décrits

dans le Tableau 7.

Tableau 7 : Composition chimique du Sea Salt (Sigma Aldrich)

Cl 19290,00
Na 10780,00
SOy 2660,00
Mg 1320,00
K 420,00
Ca 450,00
HCO3 200,00
Sr 8,80
Br 56,00
B 5,60

I 0,24
Li 0,30
Elément trace 0,50

1.4.4 Luria Bertani broth (LB) ou LB agar

Le milieu LB (Sigma Aldrich, France) est un milieu nutritif commercial,
généralement utilisé pour la croissance des souches non marines ou pathogenes.
C’est un milieu non tamponné qui a un pH de 7,2 aprés autoclavage. Dans cette

étude, il a servi a faire pousser tous les biosenseurs.

Sa composition chimique tres simple est reportée dans le Tableau 8
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Tableau 8 : Composition chimique du LB

NaCl 5
Tryptone 10
Extrait de levure 5
1.4.5 Tampon PBS

Le PBS est une solution tampon phosphate saline qui sert de facon générale a
rincer les cellules, afin d’enlever les traces de milieu ou de composés (marqueurs)
avant tout traitement ou lecture. Dans cette étude, il a servi aux lavages des
biofilms des bactéries marines au cours des récoltes de biofilms. Pour la

composition chimique voir Tableau 17. Son pH apres autoclavage est de 7,4.

Tableau 9: Composition chimique du tampon PBS

NaCl 8,00
KCl 0,20
Na;HPOq 1,44
KH>PO4 0,24

1-5 Réactifs, antibiotiques et autres composés
1-5.1 Préparation des réactifs et antibiotiques

Les réactifs tels que le Syto 61 et le Syto 9 (Sigma Aldrich) ont été utilisés a
une concentration de I1uM pour le marquage des bactéries adhérées en

microplaque noires polystyrene (Grosseron).

Les antibiotiques tels que le chloramphénicol et la kanamycine (Sigma Aldrich)
ont été¢ préparées respectivement a 5 mg/mL et a 10 mg/mL, dans de 1’éthanol
absolu (VWR) et dans de I’eau distillée stérile. Ils ont servi a la mise en culture

de V. harveyi (MM32, BB170 et BB886) dans le but de maintenir leurs plasmides.
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1-5.2 Description des molécules a tester

1-5.2.1 Les molécules commerciales utilisées comme modulateurs du
QS chez P. ulvae TC14

Parmi les molécules utilisées au cours de cette these, deux AHLs commerciaux
fournis par Sigma Aldrich, soit la N-(3-oxohexanoyl)-L-homoserine lactone 3-
0x0-C6-HSL et la N-(3-oxooctanoyl)-L-homoserine lactone (3-oxo-C8-HSL) 3-
0x0-C8-HSL ont été utilisées a une concentration stock de 5 mM en solution
stock, resuspendues dans du milieu de culture et avec 10% de DMSO. A ces deux
AHLs, les molécules telles que Farnesol et eugénol €également fournies par Sigma
Aldrich ont été utilisées dans cette étude. Les informations concernant ces quatre

molécules sont énumérées dans le tableau 10 ci-dessous :

Tableau 10 : Molécules utilisées comme modulateurs du QS chez TC14

N-(3-oxohexanoyl)-L- 213,00
homoserine lactone 3-
oxo0-C6-HSL
N-(3-oxooctanoyl)-L- 241,00
homoserine lactone (3-
ox0-C8-HSL)
Farnesol i i 222,37
/ / / OH
Eugénol o 164,20
~
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1-5.2.2 Les composés synthétisés au Laboratoire MAPIEM

Des tests antibiofilm chez les bactéries marines ont été réalisés avec des
analogues de produits naturels marins au laboratoire. Ces composés (Tableau 11)
ont été préparés a un stock de 10 mM, testés seuls et en combinaison avec d’autres

molécules.

Tableau 11 : Composés marins synthétisés au laboratoire MAPIEM

AS162

(VA 752,54 Andjouh et

\N/\/O \
I
BrQA /\Q Blache, 2019

=34

A
AS194 462,00 i
" HNJ\Q\ o Andjouh et

QNN Y Blache, 2015
~o

OB1 Hac/"\@VN/" ] 325,00 Linares et

al., 2011

1-5.2.3 Les perméabilisants membranaires et les modulateurs de
pompes d’efflux

Des composés de types perméabilisant décrits par Stutzmann A. (Stutzmann
et al., 2017), ont été testés seuls et en combinaisons avec les composés
synthétisés, sur I’adhésion et la formation de biofilm par les bactéries marines. A

cette gamme de molécule, il a été ajouté six composés de la classe des coumarines
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préalablement décrit par Slobodnikova et al., 2016 comme étant des composés

susceptibles de moduler les pompes d’efflux bactériennes. Ces composés utilisés

comme adjuvants sont présentés dans le tableau 12 ci-dessous.

Tableau 12 : Les composés adjuvants

Les perméabilisants membranaires

(cccp) /©

Polymyxin B \;,:TZHI\/NHZ
nonapeptide /?i.;g mﬁ/@'ﬁm 963,152
hydrochloride (PMBN) HNﬁgliuH:é\i H?o/;g ©
Chloramphenicol and " i .
Phenylalanine- /C_NVJ\C//_H . 519,47
Arginine Beta- tll
Naphthylamide 7/
(PABN)
Carbonyl cyanide m- CN\”/CN
chlorophenylhydrazone e 204,62

Stutzmann

etal. en 2017

Les modulateurs des pompes d’efflux (dérivés de coumarine)

VL2 i
C[ Qk@\ 307.50
(li)l* Cl
VL17
i: )k m 280’00
o X
VL19
HSC\/\O 0 o)

UMR_MDI1,
U1261
INSERM,
SSA, MCT
Faculté de
Pharmacie,
Alx-

Marseille

Université
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1-6 Analyse moléculaire de la souche P. ulvae TC14
1-6.1 Séquencage du génome de P. ulvae TC14
Le génome complet de TC14 ainsi que toutes les informations li€es aux
parametres d’extraction du génome ont €t€ soumis a Molecular Research LP DNA

laboratory (USA) pour séquengage.

1-6.2 Extraction d’ADN chez P. ulvae TC14
Une culture de 10 ml de P. ulvae TC14 préparée sur la nuit a été effectuée.
L’extraction d’ADN a été faite a ’aide de QIAquick gel extraction kit (50) de
chez QIAGEN. Les échantillons d’ADN ont été conservé a -20°C.

1-6.3 Extraction et purification d’ARN chez P. ulvae TC14
L’ARN a été extrait a partir d’un RNeasy mini kit (50). Celui-ci a été ensuite
purifié a I’aide du kit Rneasy clean up (50). Une PCR a été réalisée et un gel 1%
d’agarose a été visualisé pour vérifier ’absence de contamination par I’ADN.

L’ensemble des échantillons d’ARN obtenu a été conservé a -80°C.

1-6.4 La rétro-transcription de ’ARN en banque cDNA
La production d’ADN complémentaire a partir de nos échantillons de RNA s’est
faite a partir du kit High capacity cDNA reverse transcription de chez Thermo
Fisher Scientific. Les solutions NAOH et HCL ont été successivement utilisées
au cours de cette étape a IN pour la séparation du cDNA de la membrane

bactérienne. Nos échantillons de cDNA ont été¢ ensuite purifiés a I’aide du

Qiaquick PCR purification kit de chez QIAGEN.

1-6.5 qRT-PCR
La PCR quantitative s’est faite a ’aide de I’instrument Lightcycler 480 de chez
Roche pour les premiers échantillons. Les plaques blanches de 96 puits et le réactif
SYBR GREEN I Master fournis également par Roche ont été utilisés, accessible
sur le site de I'IUT de PUTLN. L’analyse des résultats s’est faite a 1’aide du

logiciel LightCycler® 480 SW 1.5.1. L’expérience s’est poursuivie avec un
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appareil de marque Bio-rad disponible dorénavant au laboratoire MAPIEM et le

réactif SYBR GREEN de type Bio-rad.
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2 -Méthodes

2-1 Cultures des souches bactériennes en conditions planctoniques

Les différentes souches bactériennes récupérées des cryotubes préalablement
conservés a -80°C ont €té mises en culture sur milieu gélosé en boite de Pétri
(VNSS, MBA et LBA). Quelles que soient les conditions de cultures
(planctonique ou sessile), une préculture de 5 ou 10 mL est réalisée a partir d’un

ou plusieurs clones dans un flacon de 30 mL ou 60 mL.

Les précultures sont réalisées durant une nuit a 20°C sous agitation 120 rpm
pour les souches P. ulvae TC14, P. lipolytica TC8 et Paracoccus sp. 4M6. En ce
qui concerne les souches biosenseurs C. violacuem CV026 et de V. harveyi les
précultures ont été incubées a 30°C sous agitation 120 rpm. Une culture de 25 mL
(DOs00=0,1) est ensuite réalisée a partir des précultures dans un erlenmeyer de
250 mL et mise a incubation a 20°C pour TC14, TC8 et 4M6 et 30°C pour C.
violacuem CV026 et de V. harveyi.

La culture a été ensuite incubée jusqu’a la phase post-exponentielle de
croissance, soit en début de phase stationnaire, phase propice a la formation de
biofilm, a la production de molécules du QS (Lazazzera, 2000a) telles que les

AHLs (Fuqua et al., 1994) et les quinolones (Diggle et al., 2003).

2-2 Tests biologiques réalisés

Les AHLs commerciales, les molécules commerciales ainsi que tous les
composés, ont été testées sur différents types de mobilités, I’adhésion et la
formation de biofilm chez les souches marines. L’effet des AHLs et celui des
molécules commerciales a été évalué sur la production de violacéine chez P. ulvae

TC14 et C. violacuem CV026.
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2-2.1 Tests d’adhésion

2-2.1.1 Principes d’adhésion
Les bactéries marines P. ulvae TC14, P. lipolytica TC8 et Paracoccus sp. 4M6
ont la capacité de s’attacher aux surfaces naturelles ou synthétiques. Ces bactéries
ont été décrites pour avoir une bonne capacité d’adhésion sur polystyréne (Brian-

Jaisson et al.,2014).

2-2.1.2 Protocole d’adhésion

Le protocole utilisé pour réaliser le test d’adhésion a été adapté a partir du
protocole du test anti adhésion, mis au point par Camps et al., en 2011 et repris
par Aye et al., en 2015. Ce protocole a été repris au cours de cette these a la
différence que les molécules testées dans ce cas-ci sont des AHLs commerciales,

et les composés synthétisés au laboratoire.

¢ Préparation des différentes molécules a tester
Les AHLs, les molécules commerciales, les composés synthétisés au laboratoire
et autres molécules ont ét¢ préalablement solubilisées dans du DMSO, de sorte a
obtenir une concentration stock de 10 mM, puis diluées dans I’ASW, pour

atteindre les concentrations de 10, 50, 100, 150 et 200 uM.

¢ Préparation des bactéries
Les bactéries marines (TC14, TC8 et 4M6) ont été au préalable mises en culture
dans du VNSS liquide a 20°C sous agitation 120 rpm jusqu’en début de phase
stationnaire. Les cultures ont été€ ensuite centrifugées a 6000 rpm pendant 10 min.
Ensuite, le milieu VNSS a été retiré et remplacé par I’ASW, de sorte a obtenir une
concentration bactérienne finale égale a 0,8 (DOgoonm = 0,8). L’ASW permet de
maintenir les bactéries en vie tout en limitant leur croissance, favorisant ainsi leur

adhésion.
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** Ensemencement des microplaques

Les microplaques noires (Fluoronunc F96), ont été utilisées pour réaliser le test
d’adhésion des bactéries marines en présence des AHLs commerciales. Quatre
AHLs ont été testées par microplaque, a quatre concentrations finales différentes
(5, 50, 100 et 200 uM). Les échantillons « tests » ont été€ réalisés en triplicats avec
100 pL de solution d’AHL et 100 pLL d’inoculum bactérien. Parmi les échantillons
« témoins », I’échantillon « blanc » a aussi été préparé en triplicats, a partir de 100
uL de solutions d’AHL et de 100 uLL. d’ASW sans bactéries. L’objectif du « blanc
» est de vérifier I’absence d’interaction entre les AHLs, le marqueur et I’ASW
lors de la lecture en microplaque et d’éliminer le bruit de fond li¢é au marquage.
D’autres types de témoins ont également été réalisés dans cette étude. 1l s’agit (i)
du témoin bactérien d’adhésion, constitué de bactéries seules sans AHL, réalisé
en deux triplicats, a partir de 100 uL d’inoculum bactérien et de 100 pL. d’ASW.
Il sert de référence d’adhésion. (ii) le témoin solvant, réalisé en triplicats a partir
de 100 uL. de DMSO et 100 pLL de suspension bactérienne. Il correspond au
pourcentage maximal de solvant toléré par les bactéries et permet de vérifier
qu’une éventuelle activité pro-adhésion ou anti-adhésion observée ne soit pas liée
a un effet du solvant. Apres ensemencement, la microplaque a été incubée a 20°C
sous agitation 120 rpm pendant 15h a 24h. Aprés la période d’incubation, les
bactéries non-adhérées ont d’abord été ¢liminées par retournement de la plaque.
Ensuite, les bactéries adhérées ont subi trois lavages successifs avec une solution
de NaCl a 36 g/L (200 uL par puits), puis elles ont été marquées avec un marqueur
fluorescent de I’ADN, le SYTO® RED 61 a 1 uM. Par la suite, les microplaques
ont ét¢ incubées a I’obscurité pendant 20 min. Aprés 20 min, le marqueur a été
retiré par retournement de la plaque et un dernier lavage a été fait avec la solution
de NaCl, suivi de la lecture de la fluorescence dans chaque puits a partir d’un
lecteur de microplaque (TECAN, Infinit M 200 pro) aux longueurs d’excitation A

ex= 628 nm et d’émission A em= 645 nm. Chaque essai a €té réalisé en triplicat.
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Le pourcentage d’adhésion a été calculé selon la formule mathématique suivante

% adhésion = (IFT-IFPdt) / IFTB-IFBIc) x 100
Avec:
*]F= Intensité de Fluorescence

*IFT = Moyenne des triplicats d’IF pour chaque concentration d’échantillon test

(Molécule testée) (Molécule + bactéries + marqueur)

*IFPdt = Moyenne des triplicats d’IF des échantillons blancs (Molécule +

marqueur sans bactéries)

*IFTB = Moyenne des six réplicats d’IF du témoin bactérien (Bactéries

+marqueur)
*IFBlc = Moyenne des réplicats du blanc milieu (ASW + marqueur)

Un ratio d’adhésion (IFTB-IFBIc) supérieur ou égal a 2,5 a été choisi comme

indicateur d’adhésion bactérienne (Aye et al., 2015).
2-2.2 Tests de biofilm
2-2.2.1 Principes

La phase d’adhésion des cellules bactériennes en surface est suivie de la
formation de biofilm. La masse de biofilm peut étre évaluée par plusieurs
techniques entre autres, celle du Biofilm Ring Test (BFRT) et du marquage au
Cristal Violet (CV). Dans cette these, la technique de marquage de la masse de

biofilm au CV a été privilégiée.

Le CV est une des méthodes colorimétriques les plus connues pour marquer

I’ ADN des bactéries présente dans la matrice d’un biofilm. Il permet de colorer
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les cellules chargées négativement aussi bien que les polysaccharides des EPS (Li

etal., 2003 ; Amaya et al., 2012 ; Pantanella et al., 2013).

2-2.2.2 Protocole de marquage du biofilm au CV

Le test au CV a été réalisé tel que décrit par Li Y. (Li et al., 2012) avec quelques
modifications. Les différentes €tapes telles que la réalisation des pré-cultures et
cultures bactériennes dans du VNSS, les centrifugations et dilutions dans de
I’ASW (jusqu’a DOgp0=0,8) effectuées au cours du test d’adhésion ont été reprises
pour le test du CV. La différence est que le test du CV a été réalisé dans les
microplaques transparentes de 96 puits. Ces microplaques soigneusement
remplies (200 uL/puits) par les différents échantillons a tester, ont €t€ incubées a
20°C en condition humide sous agitation a 120 rpm. La formation de biofilm a été
mesurée a 24, 48 et 72 heures. Apres le temps d’incubation, trois ringages au NaCl
(200 pL/puits) sont appliqués a chaque plaque afin d’éliminer les bactéries non
adhérées. Les cellules sont ensuite fixées a une température de 50 °C pendant 30
min afin d’évaporer la quantité résiduelle de NaCl et faciliter la pénétration du
CV a travers la membrane. La masse cellulaire (biofilm) ainsi fixée est marquée
par ajout de 200 uL de CV (a 0.01%) dans chaque puit. Apres 15 min de repos,
les puits sont a nouveau rincés au NaCl par trois fois, afin d’éliminer I’exces de
CV. Les plaques sont ensuite séchées a température ambiante pendant 10 min.
Apres séchage, 200 uL d’éthanol (100%) sont ajoutés dans chaque puits et
I’ensemble est laissé sous agitation pendant 15 min. Un transvasement est fait
dans de nouvelles plaques et le taux de CV solubilisé par 1’éthanol est déterminé
au TECAN (TECAN, Infinit M200 pro) a une longueur d’onde de 570 nm. Le
résultat des tests tiendra compte de la moyenne des triplicats pour chaque
concentration d’échantillon test. Le pourcentage de biofilm est calculé comme
celui de 1’adhésion (voir 2-2.1.2 Protocole d’adhésion/ ensemencement en

microplaque).
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2-2.3 Dosage de la violacéine chez P. ulvae TC14
2-2.3.1 Caractérisation de la violacéine

Comme précédemment mentionné, P. ulvae TC14 produit un pigment pourpre
caractéristique de la violacéine. L’intérét porté sur la violacéine dans cette étude
est d au fait que ce pigment soit reconnu comme impliqué dans le mécanisme du

QS chez P. ulvae TC14 (Aye et al., 2015).
2-2.3.2 Extraction et dosage de la violacéine

L’extraction du pigment pourpre de P. ulvae TC14 a été réalisée suivant les
protocoles décrits par Wang et al. (2008) et Lu et al. (2009). Un millilitre de
culture de bactéries en conditions planctoniques ou sessiles réalisée en milieux
VNSS, MB ou LB a été centrifugé a 6000 g pendant 10 min, dans une mini
centrifugeuse (Eppendorf mini Spin). Apres la centrifugation, le surnageant de
culture a été rejeté, puis le culot bactérien a été suspendu dans 1 mL d’éthanol
absolu (Fischer, France). La suspension éthanolique obtenue a ét€¢ soumise a une
ultrasonication au bain a ultra-son (Bransonic Ultrasonic Cleaner) a 245 Watts
pendant 20 minutes, dans le but de lyser les cellules jusqu’a ce qu’elles deviennent
complétement blanches (apres environ 20 min). Apres cela, I’extrait éthanolique
a été séparé du culot par centrifugation a 10000 g pendant 20 min et ’absorbance
du pigment violet a été mesurée a 575 nm au spectrophotometre (Thermo
Scientific, Genesys 20). Le protocole d’extraction et de dosage du pigment est

illustré dans la Figure 18.
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Figure 18 : Représentation schématique du protocole d’extraction de la

violacéine
2.2.4 Tests de mobilité

Les différentes classes de molécules utilisées dans cette étude ont été testées sur
la mobilité des différentes souches marines. Ainsi, les deux types d’AHL (3-oxo-
C6 HSL et 3-0xo-C8 HSL) ont été testés sur le swimming et le swarming de P.
ulvae TC14. Les dérivés de bromotyrosines ont €té également testés sur ces deux
types de mobilités. En outre, des combinaisons AHL+ Bromotyrosine ont été

testées sur la mobilité des bactéries.

2-2.4.1 Swimming

Le swimming est un des modes de déplacement des bactéries en milieu liquide
ou semi-solide. Il est dii a la présence de flagelles qui permet aux cellules de nager
de facon individuelle. Le but est de vérifier I’effet des molécules sur la mobilité

par swimming des bactéries marines.
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Pour cela, 10 mL de la préculture de chaque bactérie testée ont été mis en culture
dans un milieu liquide VNSS jusqu’en phase post exponentielle. Parallelement,
une geélose molle de VNSS a été préparée par ajout de 0,3% (m/v) d’agar. La
molécule a tester est rajoutée a une concentration finale de 50 uM par
incorporation dans la gélose, avant d’étre coulée dans les boites de Pétri. Une fois
les boites séchées, 5 uL. de culture de bactéries ont €té déposées sous la forme
d’une goutte au centre de chaque boite de Pétri. Un témoin sans molécule a été
réalisé. Les boites ont ét€ ensuite incubées a 20°C en conditions statiques. La
mesure du diametre des halos formés par les bactéries mobiles a été effectuce
apres 48h d’incubation. Chaque triplicat de mesures a €té répété trois fois sur des

cultures bactériennes indépendantes.

2-2.4.2 Swarming

Ce type de mobilité consiste en un déplacement en petits groupes de bactéries
de maniere organisée sur une surface solide et humide résultant d'une activité
intercellulaire ainsi que d'une différenciation morphologique des cellules. Ces
modifications permettent aux bactéries de coloniser rapidement de nouvelles
surfaces. Le test a consisté a déposer 5 uL. d’une culture de bactérie en phase post
exponentielle de croissance sous forme de goutte au centre d’une boite de Pétri
contenant une gélose VNSS solide avec 0,5% d’agar (m/v) a laquelle les
molécules ont été au préalable rajoutées, a une concentration finale de 50 uM. Un
témoin sans molécules a été réalisé. La mesure du diametre des halos formés par
les bactéries mobiles a été faite apres 48h d’incubation. Chaque triplicat de

mesures a été répété trois fois sur des cultures bactériennes indépendantes.
2-3 Caractérisation moléculaire du systeme QS chez P. ulvae TC14

2-3.1 Condition de culture bactérienne et d’extraction du génome
Une culture sur la nuit de P. ulvae TC14 a été réalisée a 20 °C sous agitation a

120 rpm dans du VNSS. Un volume de 2 mL a été prélevé et centrifugé pendant
3 min a 8000 tour/min. L ADN est ensuite extrait du culot a I’aide du kit QIAamp
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genomic DNA kits de chez QIAGEN. La concentration de I’ADN obtenu a été
mesurée a I’aide d’un Nanodrop 2000c spectro de chez Thermofisher Scientific.
Ainsi, un volume de 50 pLL d’ADN génomique d’une concentration de 338,8
ng/uL, conditionné dans de I’eau distillée a été obtenu et conservé a -20°C.
L’ADN a ensuite été envoyé a Molecular Research Laboratory (USA) pour le

séquencage.

2-3.2 Méthode de séquencage et assemblage du génome

Le séquencage a été effectué a 'aide du kit de préparation d'échantillon d'ADN
Nextera (Illumina) en suivant le guide de l'utilisateur du fabricant. La
concentration initiale en ADN a été évaluée en utilisant le kit de test Qubit®
dsDNA HS (Life Technologies). Cette méthode a été décrite par Rothberg J.
(Rothberg et al., 2011) comme étant la mieux adaptée au séquencage de génome
d’une grande longueur. Ainsi, 50 ng d'ADN ont été utilisés pour le séquengage.
L'échantillon a subi la fragmentation et l'addition simultanées de séquences
d'adaptateur. Ces adaptateurs sont utilisés lors d'une PCR a cycle limité (5 cycles)
dans laquelle des indices uniques ont été ajoutés a I'échantillon. Apres la
préparation du génome, la concentration finale de I’ADN a été mesurée a l'aide
du kit de test Qubit® dsDNA HS (Life Technologies) et la taille moyenne du
génome a été déterminée a l'aide du bioanalyseur Agilent 2100 (Agilent
Technologies). La bibliotheque a été diluée (a 10,0 pM) et son extrémité appari€e
séquencée pendant 500 cycles a l'aide du systéeme HiSeq. L’assemblage du
génome a été fait a I’aide du logiciel d’analyse de séquence NGEN V12 Ngen,

I’annotation avec RAST et la couverture est > 50x.
2-3.3 Design (ou préparation) des amorces issues des différents genes
identifiés

Les primers de /uxR du systeme de QS (aucun gene homologue a /uxl n’a été
trouvé) ainsi que de certains genes homologues aux genes vio de C. violaceum

impliqués dans la production de violacéine ont ét€ désignés. Huit genes présumés
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de [uxR ont été€ detectés sur le génome de P. ulvae TC14. En plus des genes [uxR,
ceux de I’opéron violacéine (opéron vio). Au total 14 genes (soit 8 luxR, 3 genes
de I’opéron vio ainsi que le gene csgD, dgc et tda, impliqués dans la formation de
biofilm via le QS ont été retenus pour analyse. A partir des séquences de ces
genes, des amorces ont ét€ définies grace au site Primer-blast de NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Ces séquences de primer ont été
fournies a Eurogentec, Belgique pour la production des oligonucléotides. Ces

primers obtenus a 50 uM dilué dans de I’eau miliQ ont été conservés a -20°C.
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Tableau 13 : Listes et caractéristiques des amorces utilisées

luxR1 B1199 03300 5’-GCATGCCGAACCTAGATGGA-¥ 220
3’-CGAGCTGACCGCTGATAACT-5’
luxR2 B1199_02065 5’-AGTCGACACCAACCTACCTG-3’ 115
3’-GGCGAGCAGCATTAAATGGG-5’
luxR3 B1199 01515 5’-GAAGGGTTAGCACTGGCGAT-3 119
3’-ACGAGAGGTCACGTCATTCG-5’
luxR4 B1199 05620 5’-TATTGGACGATGTTCGTGGCT-3’ 64
3’-GTAACCGCTTCTTCTCCGGT-5’
luxR5 B1199 01760 5’-CCGCATCCGAGAGGATTACC-¥ 241
3’-TATTTGCGCTGCTAACCCGA-5’
luxR6 B1199_00340 5’-CACTGTGCCTTCGGCTAAGA-3 197
3’>-TCGAGCAAGTGCATCAAGGT-5’
luxR7 B1199_10560 5’-CAAAGAAGCCCCGAGTGAGT-3’ 265
3’-CGCGGCATCAACACGATTAG-5’
luxR8 B1199_07575 5’-ATGCTATCACTTGGCGCTGA-3’ 597
3’-CTTGAGGTGACATTGCCGGA-5’
VioA B1199_06360 5’-CTAGGCCACAAGAGCTGCAT-3’ 256
3’-CGCCAGGTATAGCCTGCATT-5’
vioB B1199_06365 5’-CGATCGAATCGTCCAACCCT-3’ 109
3’-GCTGATGCAAATCTGGCAGG-5’
vioD B1199_06375 5’-AGTCGTGGTATCAAACGGCAT-3 394
3’-GCATGCGATCTTCCACACTT-5’
vioE B1199_06380 5’-ATGGTGTTTCCAACGGCCT -3’ 89
3’-CTCCGGTGATCATACGTACCAG-5’
csgD B1199_12530 5’-AGTGCACTGCCTAGAGTTC-3’ 87
3’-CGCTATCAGTTACGCACTCT-5’
dgc B1199_06350 5’-ACTGACTTGCGCAGGCTATC-3’ 150
3’>-TGGTATCGGTTGGGCAATGG’-5’
tda B1199_06385 5’-GCCTACTGGCACTAAGGTCG-3’ 119
3’-TCAGTGTCTCGTTTGGAGCG-5’

2-3.4 Vérification des primers par PCR

Les différents primers ont été vérifiés par PCR sur le génome de P. ulvae TC14.
Une PCR a donc été réalisée avec SuL. de chaque fragment de primer en présence
de 0,2 pg d’ADN génomique grace au kit Promega Madison WI (USA). Les
bandes ont été visualisées en électrophorese sur un gel de 1Kb contenant 1%
d’agarose. La visualisation des bandes a ¢été effectuée a I’aide d’un appareil a

Translumination UV de longueurs d’onde variables de marque ETNA (European

Technological Nettwork Alliance).
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2-3.5 Technique de la reverse transcription Quantitative PCR (RT-
qPCR)

La RT-qPCR est une technique qui permet de faire une PCR quantitative a partir

d’un échantillon d’ARN. L’ARN est retro-transcrit grace a une retro-transcriptase

inverse permettant la synthése d’ADN complémentaire (ADNCc).

L’objectif était de vérifier le niveau des genes cités plus haut a différents temps
de croissance de P. ulvae TC14 et d’éventuellement étre en mesure de spéculer
sur quel gene [uxR est susceptible de répondre a la présence des AHLs. Les ARN
totaux ont donc €été extraits du génome de P. ulvae TC14 purifiés, la synthese et
la quantification des ADNc produits ont été faites par technique de rétro-
transcription a I’aide d’un kit High Capacity cDNA (Themofischer Scientific).
Ces ADNCc ont été ensuite quantifiés par PCR avec les amorces designées plus

haut.

2-3.5.1 Extraction de I’ARN chez P. ulvae TC14

Des prélévements ont été faits suivant une cinétique de croissance a partir d’une
culture planctonique de TC14 (DOgn=0,1) de 25 mL dans un erlenmeyer (250
mL). Les temps de prélevement sont compris entre 1 et 33h conformément aux
différentes phases de croissance de P. ulvae TC14. Neuf échantillons de 1mL de
culture, prélevés a 1h, 3h, Sh, 7h, 10h, 15h, 23h, 28h et 33h ont été mis dans des
tubes Ependorf. Un volume de 2 mL de RNAprotect Bacteria reagent (QIAGEN)
a été ajouté puis centrifugé a 8000tr/min pendant 10 min. Les culots obtenus ont
été conservés a -80°C. L’extraction des ARN totaux s’est faite a 1’aide du RNeasy
mini kit et la purification a 1’aide du kit RNeasy clean up. Les ARN ont été dosés
au Nanodrop. Une étape de PCR a été faite afin de vérifier 1’état de pureté de
I’ ARN. Ces échantillons d’ARN ont été ensuite conservés a -80°C. Trois réplicats

biologiques ont été réalisés pour cette étude.
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2-3.5.2 Production et purification du cDNA

La production d’ADN complémentaire monocaténaire s’est faite a I’aide du kit
High capacity CDNA reverse transcription. Un volume de 10uL. d’ARN est mis
en présence de 10uL d’un master mix contenant une reverse transcriptase. Le
mélange obtenu est traité selon un programme basé sur une série d’incubation
optimisé en fonction du protocole de High capacity cDNA Reverse Transcription

kits. Le détail de ce programme est présenté dans le tableau 14 ci-dessous :

Tableau 14 : Programme d’incubation pour une rétro-transcription d’ARN

en cDNA
Température 25 37 85 4
(°O)
Durée (min) 10 120 5 illimitée

Une étape de purification a suivi celle de la production d’ADNc. Le kit de
QIAquick PCR purification a été utilisé a cet effet. La concentration d*ADNc

obtenu a été évaluée au Nanodrop et I’ADNc conservé a -20°C.
2-3.5.3 La RT q-PCR

Des plaques de 96 puits ont servi a la technique de quantification du cDNA. Une
dilution de chaque échantillon de cDNA a été faite jusqu’a atteindre la
concentration de 0,2 ng/ puL. Par ailleurs, de I’ADN génomique a été préparé afin
d’établir la gamme standard. Une dilution en cascade a été faite a partir d’un
échantillon de DNA génomique de 2 ng/uL. Un lot de 6 échantillons de DNA
génomique de concentrations comprises entre 2 et 0,00002 ng/ uL a été obtenu et
utilisé comme gamme standard. L’expérience s’est procédée par ajout de 5 uL de
chaque échantillon dans des puits selon un plan de plaque bien établi. Des puits
témoins ont €té constitués par ajout d’eau en lieu et place du DNA. Des volumes

de 5 pL de primer et 10 uL du Master mix contenant le Sybr green (pour le
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marquage du DNA génomique et du cDNA) ont été rajoutés dans chaque puits.
Les plaques ont été soumises a la lecture dans un appareil RT-qPCR
(lightcycler480 ou Bio-Rad) et les résultats ont été traités a 1’aide du logiciel

correspondant (lightcycler480 SW 1.5.1 ou Bio-Rad CFX Maestro).
2-4 Analyses statistiques

Les analyses statistiques réalisées dans cette étude ont été€ effectuées a partir du
logiciel GraphPadPrism 5 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). L’analyse
des données (différents bio-essais) a été effectuée en utilisant les tests ANOVA a
un ou deux facteurs (ANOV A one ou two-way). Les effets de traitements ont été
séparés avec les post tests a comparaison multiple Bonferroni ou Tukey. Les

différences significatives ont ét€ acceptées a partir de p < 0,05.
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Chapitre III :

Caractérisation du systeme QS chez P. ulvae TC14
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1- Introduction :

L’objectif général de cette partie est de caractériser le systeme Quorum Sensing
chez P. ulvae TC14. En effet, deux études précédentes effectuées au laboratoire
MAPIEM (Brian-Jaisson et al., 2014 et Ayé et al, 2015) ont montré que cette
souche avait la capacité de former un biofilm important (Brian-Jaisson et al.,
2014) et qu’elle pouvait produire un composé identifi¢ comme de la violacéine
(Ayé et al, 2015). La violaceine est généralement contrdlée par le QS, tel que cela
a été montré chez Chromobacterium violaceum (McClean et al, 1997). L’¢étude
réalisée par Ayé, a montré que P. ulvae TC14 ne produisait pas d’AHL mais que
certaines AHLs exogenes pouvaient réguler la production de violacéine chez P.
ulvae TC14, suggérant 1’existence d’un récepteur d’AHL fonctionnel LuxR, (Ayé
et al, 2015). L hypothése était donc que cette souche possédait probablement un
gene [uxR, donc une protéine réceptrice des AHLs qui pouvaient potentiellement
moduler I’expression de 1I’opéron de la violacéine (vioABCDE), mais qu’elle ne
possédait pas de gene luxl puisqu’aucune AHL n’avait été détectée (Figure 19).
Une caractérisation plus précise du systeme QS de P. ulvae TC14 permettrait de
vérifier quels autres phénotypes sont également contr6lés par le QS, tel que

I’adhésion ou la formation du biofilm.

Dans ce chapitre, I’objectif est donc d’identifier les génes impliqués dans le
systetme QS de P. ulvae TC14. La premiére €tape a ¢été de séquencer et d’analyser
le génome complet de la souche P. ulvae TC14. Cette analyse génomique a
principalement visé a identifier quels genes du QS étaient présents en se focalisant
sur le systéeme d’auto-induction Al-1 (luxI et luxR), ceux du systeme AI-2 (LuxS,
LuxQ et LuxP) ainsi que ceux des autres systémes, méme s’ils sont globalement
bien moins décrits (Waters et Bassler, 2005). Le deuxieme objectif était de
vérifier I’expression de ces genes par RT-qPCR ainsi que leur niveau d’expression
dans differentes conditions. Il est important de préciser que cette souche n’étant
pas pour le moment génétiquement manipulable, il n’a pas été possible pour nous

d’effectuer ces vérifications via I’obtention de mutants du systeme QS.
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Figure 19 : Représentation schématique de I’hypothése de la régulation de la

violacéine basée sur les AHLs exogenes chez P. ulvae TC14. (1) Les AHLs

exogenes pénetrent la cellule bactérienne et se lient a leurs récepteurs spécifiques LuxR. (2)
L’ensemble AHL-récepteur active les genes de ’opéron vio via le promoteur (P) qui vont

ensuite réguler I’expression de la violacéine (3).

2- Séquencage du génome complet de P. ulvae TC14

Le séquencage du génome de la souche P. ulvae TC14 a été effectué par
Molecular Research LP (MR DNA), par la méthode Illumina Hiseq 2500. Un total
de 2 293 242 paires de base a été séquencé soit 100% du volume génomique. Les
séquences de genes codant sont au nombre de 1983 et le pourcentage G+C du
nombre de base est de 41,55%. Toutes ces informations sont résumées dans le

tableau 15 et la figure 20 ci-dessous.
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Tableau 15 : Données statistiques du génome de P. ulvae TC14

protéines transmembranaires

DNA, nombre total de paires de bases 4586484 100%
DNA, nombres de bases codantes 4114902 89,72%
DNA, G+C nombre de bases 1905706 41,55%
Nombre d’échafauds 14 100%
Nombre total de genes 4110 100%
Nombre de genes codant 3966 96,50%
Nombre de genes RNA 288 3,50%
Famille COG 1682 64,08%
Famille KOG 508 19,35%
Famille pfam 2274 68,89%
Nombre de genes codant pour les 2625 63,87%
protéines de COGs
Nombre de genes codant pour les 696 16,93%
protéines de KOGs
Nombre de genes codant pour les 3301 80,32%
protéines de Pfam
Nombre de genes codant pour les 978 23,80%
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Figure 20 : Carte génomique de P ulvae TC14. La carte génomique a été obtenue
avec CGView.
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3- Analyse phylogénétique de P. ulvae TC14 basée sur le géne de ’ARNr16S
Lors de I’étude de Brian-Jaisson ef al., 2014 sur 1’identification de P. ulvae

TC14 grace a ’analyse phylogénétique du gene de I’ARNr16S les résultats ont
montré que I’espece la plus proche était P. funicata. Nous avons donc confirmé
cette analyse phylogénique a travers cette €tude en montrant que P. ulvae TC14
appartient bien a I’espéce ulvae et que la plus proche parente est P. tunicata.
(Figure 21 et 22). En revanche, le nombre de nouveaux isolats a complexifié
I’interprétation et 1’identification des espéces qui seraient leurs plus proches
parents. Certaines souches sont regroupées dans des unit€s taxonomiques bien
quayant des affiliations différentes. D’autre part, certains bootstraps sont
inférieurs a 70%, ce qui démontre une certaine incertitude quant a leur réel
positionnement. Par exemple les différents membres de ’espéce piscida ne sont
pas regroupés dans une seule unité taxonomique. Ceci suggere que le gene de
I’ARNr 16S n’est pas assez discriminant dans cette partie de I’arbre et que
d’autres marqueurs phylogénétiques doivent étre utilisés. Ceci n’est pas le cas
pour I’espece ulvae Puisqu’elle est regroupée avec P. ulvae UL12 et le bootstrap

qui separe P. ulvae de P. tunicata est de 93%.
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Figure 21 : Arbre phylogénétique du genre Pseudoalteromonas basé sur

I’alignement des séquences du gene de I’ARNr 16S. Cet arbre phylogénique a été
construit en utilisant la méthode des jonctions voisines (Saitou et Nei, 1987). L'arbre optimal
avec la somme de la longueur de la branche = 0,70118879 est montré. Le pourcentage d'arbres
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de réplication dans lesquels les taxons associés regroupés dans le test d'amorcage (1 000
réplicats) sont indiqué a coté des branches (Felsenstein 1985). L'arbre est dessiné a 1'échelle
0,01 avec des longueurs de branches dans les mémes unités que celles des distances évolutives
utilisées pour déduire 1'arbre phylogénétique. Les distances évolutives ont été calculées a 1'aide
de la méthode de Kimura a 2 parametres (Kimura 1980) et sont exprimées en unités du nombre
de substitutions de bases par site. Cette analyse a impliqué 62 séquences de nucléotides. Toutes
les positions ambigués ont été supprimées pour chaque paire de séquences (option de
suppression par paire). Il y avait un total de 1537 positions dans le jeu de données final. Des
analyses évolutives ont été menées sur MEGA X (Kumar et al., 2018).

4- Analyse et comparaison des génomes des souches les plus proches
Cette ¢tude n’a pu étre effectuée que sur les souches dont le génome est

séquencé et disponible sur le site https://img.jgi.doe.gov. Par exemple, les souches

P. xiamenenis Y2 et P. fenneropenaei rzy34, qui sont les souches les plus proches
de P. ulvae et P. tunicata sur 1’arbre phylogénétique (Figure 21), n’ont pas leur

génome disponible dans cette base de données.

Nous avons voulu vérifier et affiner ces résultats avec I’aide des données
génomiques en effectuant une 1’analyse deux a deux du pourcentage moyen
d’identité des nucléotides (ANI), correspondant a une mesure des similarités
génomiques entre les régions codantes des 2 génomes. Griace aux outils

disponibles sur le site https://img.jgi.doe.gov/(Tableau 16), nous pouvons

observer que P. tunicata D2 posseéde 1I’ANI la plus importante (75,7913%) puis
P. flavipulchra NCIMB2033 (72,2736%) suivie de P. phenolica KCTC 12086
(71,6685%). Nous précisons ici qu’un certain nombre de souches identifiées par
analyse du géne de I’ARNr 16s n’ayant pas leur génome séquencé, ce qui est le
cas pour P. ulvae UL12 par exemple, il n’a été possible de faire ’analyse ANI

que sur la base des génomes séquencés disponibles sur IMG JGI.
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Tableau 16 : Résultats d’analyse du pourcentage moyen d’identité des

nucléotides. L’ANI (Average Nucleotide Identity) est une mesure du niveau de similarité
des nucléotides entre les régions codantes de deux génomes. L.’AF (Alignement Fraction) est
le quotient du BBH (Bidirectionnel Best Hit) par la longueur des genes du génome 1. Le BBH
étant I’indicatif de 1’orthologie permettant de définir ’homologie entre deux genes et par
ailleurs permet de prédire qu'un seul gene d'un génome est 'orthologue d'un seul gene de 1'autre

génome.
Genomel Genomel Genome2 ID Genome2 ANI1->2 ANI2->1 AF1->2 AF2->1
ID Name Name
2718218507  P. ulvae 2519899641 P. piscicida 71.1341 71.1350 33.876 29.248

TCl4 ATCC 15057

2718218507  P. ulvae 638341157 P. tunicata D2 75.7913 75.7993 64.726 59.834

TCl4
2718218507 P ulvae 2630968884  P. flavipulchra 72.2728 72.2736 36.223 37.019
TC14 NCIMB 2033 =
ATCC BAA-
314

2718218507  P. ulvae 2684623173 P. phenolica 71.6685 71.6826 35.168 33.138

TCl4 KCTC 12086

2718218507  P. ulvae 2728369620  P. luteoviolacea 71.0796 71.0802 32.462 25.309

TCl4 DSM6061

2718218507  P. ulvae 2541047006  P. rubra ATCC 70.5949 70.5936 32.371 25.072

TC14 29570

Formules de calcul de L’ANI et de ’AF :

ANI 5"( Percent Identity * Alignment length ) AF — lengths of BBH genes

GI=+G2 lengths of BBH genes G1=>G2 > length of genes in genome 1

G1 : Génome 1 ; G2 : Génome 2

Les analyses de clustering (regroupement) des génomes basés sur des profils
fonctionnels similaires (pfam en figure 22 et COG en figure 23) permettant de
mettre en lumiere une relative proximité « fonctionnelle » des échantillons testés
in sillico, confirme que P. tunicata D2 est la plus proche « fonctionnellement »
de P. ulvae TC14. En revanche, la figure 23 basée sur la comparaison des COG
(Clusters of Orthologous Groups) montre que P. rubra ATCC 29570 et P. piscida
ATCC 15057 qui apparaissaient plus loin dans I’arbre phylogénétique, semblent
étre plus proche fonctionnellement de P. ulvae que les souches P. phenolica

KCTC 12086 et P. flavipulchra NCIMB2033. En s’intéressant en particulier a la
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fonction production de violacéine, il est intéressant de noter que parmi ces
souches, seules P. tunicata, P. luteoviolacea et P. ulvae possédent I’opéron vio
impliqué dans la production de violacé€ine. Or P. l[uteoviolacea apparait plus
¢loignée phylogénétiquement et d’un point de vue fonctionnel que P. piscida par
exemple du couple P. ulvae et P. tunicata. L.’une des hypothéses serait que cet
opéron n’aurait donc probablement pas ét€ acquis d’un ancétre commun a toutes
les Pseudoalteromonas mais aurait été horizontalement transféré d’une part chez

P. ulvae et P. tunicata, et d’autre part chez P. luteoviolacea.

P. phenolica KCTC P. picsida ATCC15057

12086
&° "o
o oG
¢ %o '9‘9047

Figure 22 Représentation schématique d’un assemblage de 10 génomes basé
sur les profils Pfam des génomes sélectionnés. Le Pfam fournit une classification
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complete et précise des familles et domaines de protéines. L’arbre a été généré sur le site
https://img.jgi.doe.gov/.

s P. citrea CERBOM CH10

P. tunicata D2
P. ulvae TC14 @

0 P. rubra ATCC29570 ; -
P. piscida ATCC15057 rubra P. spongiae UST010723-006

P. piratica OCN003 P. phenolica ICM21460

P. luteoviolacea NBRC 103183

P. flavipulchra NCIMB 2033

Figure 23 Représentation schématique d’un assemblage de 10 génomes basé

sur les profils COG des génomes sélectionnés. Les COG sont classés dans des
classifications fonctionnelles. Cette ACP a été généré sur le site.https://img.jgi.doe.gov/.

5- Recherche de génes impliqués dans le QS chez P. ulvae TC14

Le systtme de communication bactérienne appelé Quorum sensing (QS)
précédemment décrit dans cette étude repose sur différents types de petites
molécules diffusibles qui sont synthétisées par différents geénes : luxl/luxR et
luxS/luxP/luxQ, qui sont propres aux systemes Al-1 et AI-2. Ainsi, nous avons
consulté le répertoire protéique fourni par les données du séquengage génomique
de P. ulvae TC14. Les genes ayant des annotations identiques a celles des genes
recherchés et qui ont été retrouvés sur le génome de P. ulvae TC14 ont retenu

notre attention pour des analyses bio-informatiques.

Par ailleurs, des séquences nucléiques et protéiques des genes QS préalablement
caractéris€s chez d’autres Dbactéries de genres Vibrio, Shewanella,
Pseudoalteromonas et Chromobacterium ont servi dans cette étude. Ainsi, des

recherches BLASTN (comparaison de séquences nucléiques) et BLASTP
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(comparaisons de séquences protéiques) ont été faites sur le génome de P. ulvae

TC14 afin de vérifier I’identité et de détecter des s€quences homologues.

5-1 Recherche des génes spécifiques au systéme d’auto-induction basé sur

les AHLs (luxI/luxR) chez P. ulvae TC14

5-1.1 Rappel : description et role du complex LuxI/LuxR dans la mise en

place du QS

Le couple LuxI/LuxR est un complexe protéique synthase/récepteur qui a été
décrit pour la premiere fois chez une bactérie marine nommée Vibrio fischeri
(renommée Aliivibrio fisheri (Fuqua et Greenberg, 2002)). Chez cette bactérie,
le QS est impliqué dans 1’activation par signal des genes de bioluminescence ou
genes [ux. Cette activation releéve d’une densité de molécules signal appelées acyl
homosérine lactones (AHLs). Ces AHLs sont synthétisées par LuxI avant de
diffuser a travers la membrane bactérienne. Lorsqu’elles atteignent une densité
extracellulaire appelée « quorum », elles pénetrent de nouveau dans la cellule et
se fixent a leur récepteur spécifique (LuxR). Le role du couple LuxI/LuxR dans
le mécanisme de régulation d’une fonction bactérienne par le QS est schématisé

dans la figure 24 ci-dessous :
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(a) Falble densité = AHL
bactérienne -

FPas d'expression de gaéne QS5-déependant

(b} Forte densite
bactérienna
- - = AHL

Expression de géne OS-dépendani

Figure 24 : Mécanisme général de régulation d’une fonction bactérienne par

le systeme QS basé sur les AHLS. La synthase LuxI (I) produit un niveau basal d’AHLs
a faible densité bactérienne. Lorsque le nombre de cellules bactérienne s’accroit, I’AHL

s’accumule et se lie a son récepteur spécifique LuxR (R) afin d’induire 1’activation de génes

QS dépendants. (Zhang 2003).

5-1.2 Recherche du couple LuxI/LuxR chez P. ulvae TC14

LuxI : Parmi les 4110 genes codants que contient le génome de TC14 selon les
données du séquengage, aucun géne n’a été annoté LuxI. La recherche de la
présence de domaines de type pfam00765 (InterPro001690) associés aux genes
homologues a luxI d’A. fisheri (lasl, ou rhil de P. aeruginosa) ne donne aucun

résultat lorsque I’on regarde spécifiquement le génome de P. ulvae TC14.

En faisant une recherche basée sur le pfam00765 associ€¢ au domaine de la
synthase d’autoinducteur de type luxI que 1’on retrouve chez A. fisheri, lasl et rhll
de P. aeruginosa sur le génome de P. ulvae TC14 et toutes les autres souches

séquencées appartenant aux genres Pseudoalteromonas (au total représentant 33
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especes différentes) disponible sur https://img.jgi.doe.gov/, seuls les génomes des

souches de P. luteoviolacea contiennent ce pfam et aurait donc un luxl. Ces 8
genes (parmi les 16 especes de P. luteoviolecea) de type luxI ne semblent pas €tre
associés a un gene [uxR. Les résultats ont donc montré qu’aucune famille de
protéines ne jouait le role de synthase AHL chez P. ulvae TC14. 1 est intéressant
de noter qu’avec le pfam17327 correspond aux homologues de luxM, également
une AHLs synthase, sur les 65 génomes sélectionnés de Pseudoalteromonas

représentant 33 espéces différentes), aucun n’a donné de résultats.

Par ailleurs, nos recherches ont pris en compte une autre famille de protéine
pouvant synthétiser les AHLs chez les Gram négatifs. 11 s’agit du complexe AinS
/ LuxM (appartenant respectivement a A. fischeri et Vibrio harveyi (Fuqua et
Greenberg, 2002). Ces protéines ne présentent aucune similarité avec la famille
des protéines LuxI. Toutefois, celles-ci sont reconnues pour €tre productrices
d’AHLs chez ces bactéries (Gilson et al., 1995). Pour ce qui concerne P. ulvae

TC14, nos recherches ont donc révélé I’absence du complexe AinS/LuxM.

LuxR : Les recherches effectuées sur le génome de P. ulvae TC14 ont révélé la
présence de 8 séquences de genes annotées « LuxR » sur le site

https://img.jgi.doe.gov/mais aucune d’entre elles ne possedent le pfam(03472

(InterPro IPR005143). Cependant, d’autres souches de Pseudoalteromonas telles
que des souches de P. luteoviolacea, de P. piscida ou de P. rubra possedent ce
pfam (parmi les 33 especes différentes sequencées et référencées sur le site JGI

IMG). En revanche celles-ci ne semblent pas étre a c6té d’un luxl.

Par conséquent, les analyses des protéines des groupes pfam et COG des
différentes séquences [uxR retrouvées chez P. ulvae TC14 ont révélé pour la
plupart, leur appartenance aux familles des genes régulateurs transcriptionnels
luxR mais n’ont pas révelé de séquences homologues au domaine de liaison aux

AHLs.
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Les analyses des protéines des groupes pfam et COG des différentes séquences
luxR retrouvées chez P. ulvae TC14 ont révél€ pour la plupart, leur appartenance
aux familles des geénes régulateurs transcriptionnels [uxR mais n’ont pas réveélé de

séquences homologues au domaine de liaison aux AHLs.

Toutes ces informations sont résumées dans le tableau 17 ci-dessus :
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Tableau 17 : Liste des genes annotés LuxR dans sur génome de P.
ulvae TC14

1 B1199_03300 2721734215 IuxR DNA-binding response regulator

2 B1199_02065 2721733968 IuxR DNA-binding response regulator

LuxR family transcriptional regulator

3 B1199_01515 2721733858 luxR Transcriptionnel regulator LuxR family

system response regulator NarL

4 B1199_05620 2721736060 luxR Lux R family

system response regulator UvrY

5 B1199_01760 2721733907 luxR Lux R family

DNA-binding response regulateur

6 B1199_00340 2721733623 IuxR Transcriptionnel regulator LuxR family

Transcriptionnel regulator LuxR family

7 B1199_10560 2721735666 IuxR DNA-binding response regulator

8 B1199_07575 2721735070 IuxR DNA-binding response regulator

5-2 Evaluation du taux de production de cDNA correspondants aux
séquences présomptives de luxR chez P. ulvae TC14

5-2.1 Suivi et évaluation de la production de cDNA issus des luxR
présomptifs
Paralle¢lement a I’analyse bioinformatique et dans I’hypothése que ces [uxR
seraient « atypiques », le niveau d’expression de ces 8 génes a ét¢ comparé a

différents temps de la culture de P. ulvae TC14. Pour cela, une analyse en q-PCR
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a permis d’évaluer D’expression de ces séquences [uxR. Les résultats sont

présentés dans la figure 25 ci-dessous.

== [uxR1 = = JuxR2 coA JuxR3 = (= [uxR4
= 3= [uxR5 = D= [uxR6 luxR7 luxR8

Taux cDNA (pg)

Temps (heures)

Figure 25 : Courbes d’évaluation des quantités de cDNA issues des séquences

luxR présomptives retrouvées chez P. ulvae TC14. Des primers préalablement

sélectionnés sur NCBI a partir des séquences luxR présomptives retrouvées sur le génome de
P. ulvae TC14 ont servi a ’amplification des DNA monocaténaires issus des ARN totaux
prélevés a des heures comprises entre 1h et 33h. L’expérience a été effectuée plusieurs fois a
I’aide d’un appareillage q-PCR (Bio Rad). Le marquage a ¢été effectu¢ a 1’aide de
SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green Supermix de chez Bio-Rad.

Pour mieux évaluer I’expression des séquences présomptives de [uxR retrouvées
chez P. ulvae TC14, un suivi de la production de cDNA par la technique q-PCR
a été réalisé. Les résultats obtenus ci-dessus (Figure 25) montrent une production
relativement élevée de cDNA (5,3438 Pg) issus de la séquences [uxRS8 et cela
autour de 5 heures d’incubation. Les séquences [uxRS5 et luxR6 atteignent des pics
respectivement a 3h (3,22pg) et 5h (2,70 pg), qui se trouvent tre en dessous de
celui de la séquence numéro 8. Toujours dans I’ordre décroissant du taux de
production de cDNA par les séquences présomptives de LuxR testées sur la figure

13, on retrouve les séquences numéro 2, 4 et 7. Celles-ci montrent des pics qui se
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trouvent étre au-dessus de 2 pg mais faibles par rapport aux taux de cDNA issus
des séquences 5 et 6. Quant aux deux derniéres séquences c’est-a-dire luxR1 et 3,
les taux de production de cDNA pour chacune d’elles restant inférieur a 2 pg
pendant toute la durée de suivi (de 1h a 33h), il s’avere que ces séquences

admettent les plus faibles taux de cDNA.

L’expression des séquences présomptives de luxR a été évaluée a travers le taux
de production de cDNA sur la figure 25. Le suivi de cette production peut étre
théoriquement découpé en deux phases en fonction des phases de croissance de
P. ulvae TC14. En effet, celle-ci croit en VNSS exponentiellement jusqu’a 10h
puis sa croissance ralentie fortement (Brian- Jaisson et al., 2014; Ayé et al.,
2015). Or nous pouvons observer ici que le niveau des genes [uxR est globalement
plus élevé jusqu’a 10h, alors qu’aprées leur niveau chute. Les cellules bactériennes
ont tendance a produire la majeure partie des genes [uxR avant la phase post
exponentielle ou stationnaire. Chacun de ces genes en revanche présente des pics
d’expression a des moments différents. Ces résultats ne permettent pas d’identifier

un des genes [uxR comme candidat « atypique » potentiel.

5-2.2 L’hypothése de la régulation de QS par des LuxR solos chez P.
ulvae TC14

a- Définitions et role des LuxR solos dans le systeme QS des
bactéries

La détection du QS basé sur les molécules signalétiques AHLs, marque
généralement la présence d’une paire de protéine constituée d’une synthase de la
famille des LuxI et d’un régulateur transcriptionnel LuxR. Cependant, des études
récentes sur un grand nombre de protéobactéries ont montré que celles-ci
possedent généralement une protéine de la famille LuxR pour laquelle il n’existe
pas de synthase apparentée LuxI (Subramoni et Venturi 2009). Ces LuxR
agissant seuls sans recourir a un générateur de signaux apparenté (LuxI), ont été

designés par I’appellation « LuxR solos ». Ce type de récepteur a d’ailleurs éte
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décrit dans plusieurs études, pour avoir des roles divers dans la communication
inter-especes bactériennes et inter-domaines. Le mode de fonctionnement du

LuxR solos est présenté dans la Figure 26 ci-dessous :

(a) (b)
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Source : (Subramoni et Venturi 2009)

Figure 26 : Role du LuxR solo dans la régulation QS des bactéries

productrices ou non d’AHL. (a) Dans la bactérie productrice d’AHLs, le LuxR solo (R

solo) peut se lier aux AHLs endogenes (produits par la bactérie) et/ou aux AHLs exogenes
(produits par d’autres microorganismes). (b) Dans la bactérie non productrice d’AHLs, les
AHLs solos (R solo) peuvent non seulement se lier aux AHLs fournis par d’autres

microorganismes mais aussi a d’autres AHLs provenant d’organismes eucaryotes.

b- Notion de LuxR solo chez P. ulvae TC14
Le systeme QS de P. ulvae TC14 tel que décrit dans cette étude, présente des
similarités avec un systeme QS basés sur des LuxR solos. En effet, les travaux de
Ayé et al., 2015 suggerent que chez P. ulvae TC14 répond a la présence d’AHLs
exogenes et qu’elle posséderait donc un récepteur de type LuxR (Ayé et al., 2015).
Cependant, ce systeme QS basé sur les AHLs, est dépourvu de la protéine
synthase LuxI. En outre, aucun analogue de luxI tel qu’ains ou luxM n’a pu étre

détecté sur le génome de P. ulvae TC14.

Ces résultats se rapprochent de ceux d’Aye et al., 2015 qui ont montré par des

techniques chromatographiques ’absence d’AHLs endogenes chez P. ulvae
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TC14. En revanche, ces auteurs ont suggéré que 1’absence de production d’AHLs
chez cette bactérie pouvait étre, semble-t-il, comblée par des AHLs exogenes.

Ceci permettrait a la bactérie de réguler son biofilm et la production de violacéine.

Au-dela de la non-production d’AHLs par P. ulvae TC14 décrite par Aye et al,
nous avons confirmé a travers ce chapitre que cette bactérie ne possede pas de
gene [ux] mais pourrait posséder un régulateur transcriptionnel atypique de type
luxR capable de se fixer aux AHLs exogenes, bien que nous n’ayons pas
formellement identifi¢ de candidat. C’est parce que les domaines classiques de
liaison aux AHLSs ne semblent pas exister dans le génome de P. ulvae TC14, que

nous suspectons qu’un récepteur non conventionnel existe chez cette bactérie.

6- Recherche de genes AI-2 et ceux du systeme Peptidique (AI-3) chez P.
ulvae TC14

6-1 Signal AI-2

6-1.1 Rappels : généralités sur la mise en place du signal AI-2 chez une
bactérie Gram négatif

L’autoinducteur de type 1 basé sur les AHLs, précédemment décrit dans cette
¢tude cohabite le plus souvent avec 1’ Al-2 basé sur un furanosyl-borodiester chez
des bactéries telles que V. harveyi et Vibrio cholera (Sun et al, 2004). L'enzyme
LuxS responsable de la derniere étape enzymatique de la synthese de I'AI-2 est
présente dans un large éventail phylogénétique de genres bactériens et 1'Al-2
produite par des organismes hétérologues déclenche la luminescence dans les
souches rapporteuses de V. harveyi. La structure de 1'autoinducteur-2 (AlI-2) a été
déterminée dans un complexe avec la protéine de détection LuxP. Il est synthétisé
en deux étapes enzymatiques (par I'enzyme Pfs et I'enzyme LuxS) a partir de S-
adénosyl-homocystéine (SAH), conduisant a la 4,5-dihydroxy 2,3 pentanedione
(DPD) qui subit une cyclisation spontanée et est ensuite complexée avec borate

pour former AI-2. Ce mécanisme est décrit dans la figure 27 ci-dessous.
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Figure 27 : Mécanique de synthése d’Al-2. Suite au transfert du methyl du S adenosyl
methionine (SAM) par des transmethylases, le SAH (S adenosyl homocystéine) est formé. Le
SAH présentant une toxicité, est éliminée en deux phases. La premiere phase concerne la
conversion enzymatique en deux étapes par les enzymes Pfs et LuxS produisant de I’adénine,
de I’homocystéine et de la DPD (4,5-dihydroxy-2,3- pentanedione). L’action de Pfs est séparée
de celle de LuxS par la formation de S-ribosylhomocysteine (SRH). La DPD subit une
cyclisation thermodynamiquement favorable en la forme R ou S de la 2,4-dihydroxy-2-
méthyldihydro-3-furanone (pro-Al-2). Le pro-Al-2 va ensuite s’hydrater pour former la
molécule AI-2. Cette derniére voie existe chez certains organismes et il est rare d’avoir les deux
composantes. Par ailleurs, I’homocystéine produite est utilisée pour former la méthionine.
Cette étape se déroule sous I’action de deux enzymes dont la méthionine synthase dépendante
de la cobalamine (MetH) et méthionine synthase indépendante de la cobalamine (MetE). La

méthionine est convertie en SAM dans une réaction catalysée par la SAM synthétase (MetK).
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6-1.2 Recherche des genes AI-2 chez P. ulvae TC14

Les bactéries peuvent posséder plusieurs systemes QS permettant de réguler
différents phénotypes tels que la production de certaines moléculaires ou la
formation du biofilm. Il convient alors de vérifier la présence d’autres types
d’auto-induction chez cette bactérie afin de mieux comprendre le fonctionnement
de son systéme QS. Pour cela, les génes spécifiques de I’Al-2 ont été pris en
compte dans nos recherches sur le génome P. ulvae TC14. Comme précédemment
décrit, le systeme AI-2 a pour synthase LuxS et pour récepteurs LuxPQ. Ces genes
ont été décrit chez Vibrio harveyi et Salmonella typhimurium (Taga et al., 2001).
Cependant, les BLASTP et BLASTN réalisés chez TC14 au cours de cette étude
n’ont révélé aucune séquence homologue de geénes Al-2. Les COG et Pfam
associés aux genes de type [uxS ou pfs ne montrent aucune similarité fonctionnelle
dans le génome de P. ulvae TC14. Ceci marque donc I’absence de ce systeme

d’auto-induction chez P. ulvae TC14.
6-2 Signal peptidique
6-2.1 Rappel : Descriptions générales du signal peptidique (AI-3)

L’un des types d’induction QS couramment rencontré chez les bactéries a Gram
positif se repose sur les oligopeptides. Cette classe de molécules induit le QS en
réponse a la densité cellulaire. La différence de ce type d’autoinduction avec celui
des AHLs c’est que les oligopeptides ne peuvent diffuser seuls a travers la
membrane plasmique d’ou la nécessité de transporteurs membranaires actifs
(Miller et Bassler, 2001). Ce systeme peptidique rarement rencontré chez les
Gram négatif a été néanmoins décrit chez une souche d’E. coli par Sperandio et
al., 2003. Chez cette souche, la régulation du QS est assurée par un systeme a
deux composantes dénommé QS E coli (QSe). Ainsi, QSeA et QSeBC régulent la
transcription des genes du flagelle et de la motilité. La description schématique

de ce systeme peptidique est présentée dans la figure 28 ci-dessous.
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Figure 28 : Modéele de cascade de signalisation QS par AI-3 dans EHEC. L’Al-

3 et ’Epinephrine/norepinephrine semblent étre reconnus par le méme récepteur et interagissent
avec les capteurs kinase une fois a I’intérieur du périplasme. La kinase de détection QseC fait
partir du systeme a deux composants QseBC qui régule le flagelle. Un autre systeme a deux
composants est supposé reconnaitre le signal et activer la transposition de LEE en activant la

transcription du LEE1 (Walters et al., 2006).
6-2.2 Identification du systeme peptique chez P. ulvae TC14

Les recherches sur le génome de P. ulvae TC14 ont révélé la présence des genes
codant pour le systeme a deux composantes QseBC. Les BLASTP/N ont révélé
des homologies de ceux-ci avec des genes gseBC issus des bactéries du genre
Pseudomonas et E. coli. Le gene gseB retrouvé avec le locus tag B1199-07755 est
présenté a travers les familles COG0745 et pfam00072 des bases de données du

site https://img.jgi.doe.gov/ comme étant une composante peptidique spécialisée

dans la transduction du signal. Aussi, gseC présente chez P. ulvae TC14 (B1199-
07750), d’ailleurs trés proche de gseB, assure également la transduction du signal
peptidique. Dans les deux cas, le signal peptidique est transmis sous forme
d’histidine kinase avec transfert d’énergie assurée par une ATPase. Cette fonction

ainsi décrite est proche de celle des mémes types de genes décrits chez E. coli et
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Pseudomonas (Walters et al., 2006). Par contre la composante QseA n’a pas été
retrouvée chez P. ulvae TC14. Ces résultats suggerent que la transmission du
signal peptidique est basée sur le systeme a double composante de type gseBC
chez P. ulvae TC14. Cependant, d’autres ¢tudes sont nécessaires afin de mieux

situer le role de cette composante dans le systeme QS de cette bactérie.

7- Etude de ’expression des génes régulateurs de la violacéine chez P. ulvae

TC14

Dans I’objectif de mieux comprendre les résultats obtenus avec les genes [uxR et
de valider notre approche RT-qPCR, nous avons entrepris d’étudier I’expression
des genes impliqués dans des phénotypes généralement régulés par le QS

7-1 Caractérisation du tryptophane désaminase (Tda) chez P. ulvae TC14

7-1.1 Role du Tda dans la production de violacéine

Le tryptophane est connu pour étre le principal précurseur de la violacéine chez
des bactéries productrices de ce pigment. Ainsi, chez C. violaceum, I’implication
du tryptophane désaminase dans la dégradation du tryptophane conduisant a la
dimérisation oxydative est une étape importante dans la formation de la violacéine
(Balibar et Walsh, 2006). Bien que le mécanisme de production de la violacéine
chez P. ulvae TC14 soit moins décrit dans la littérature, il est possible de faire un
rapprochement de celui-ci avec le mécanisme général décrit chez C. violaceum.
Ainsi, le role du Tda semble étre capital dans la mise en place de ce pigment. Il
conviendrait de faire une identification du gene codant pour la Tda sur le génome

de P. ulvae TC14 afin de tenter une caractérisation de la s€équence correspondante.

7-1.2 Identification du géne tda et suivi de sa production du taux de
c¢DNA chez P. ulvae TC14

Le gene tda a été identifié sur le génome de P. ulvae TC14 en position B1199-
6385. Cette séquence a été décrite comme étant de la famille des tryptophanes

synthétases contribuant a la syntheése des substances antibactériennes chez les
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procaryotes. Un suivi de la production du taux de cDNA issu de cette séquence a

été réalisé€ par q-PCR. Les résultats sont présentés sur la figure 29 ci-dessous.
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Figure 29 : Suivi de la production du taux de cDNA issu de la séquence tda.

Ces résultats montrent que le niveau d’expression le plus ¢élevé du géne tda
s’effectue autour de 5h ce qui correspond au milieu de la phase exponentielle de
croissance de P. ulvae TC14. Ce niveau d’expression chute a 10h, correspondant
a la fin de la phase exponentielle de croissance et au début de la phase post

exponentielle.

7-2 Présentation de I’opéron violacéine chez P. ulvae TC14

Les résultats de séquencage du génome P. ulvae TC14 révelent la présence du
groupe de genes vio comprenant cinq ORF (vioABCDE). En termes de nombre
d’OREF (5) ces résultats se rapprochent de ceux de Sanchez et collaborateurs en
2006 qui ont retrouvé le méme nombre dans 1’opéron vio chez C. violaceum. Par
ailleurs, I’opéron vio peut comporter 4 ORF (vioABCD) chez certaines bactéries
(August et al., 2000). Une représentation schématique de 1’opéron vio chez P.

ulvae TC14 est décrite dans la figure 30 ci-dessous.
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B1199_06360 B1199_06365 B1199_06370 B1199_06375 B1199_06380

VioA > vioB > vioC > vioD > vioE>

P

Figure 30 : Représentation schématique de I’opéron vio chez P. ulvae TC14.
L’opéron vio constitué de cinq ORF vioABCDE a les locus tags suivants : B1199_06360,

B1199_06365, B1199_06370, B1199_06375 et B1199_06380. Le promoteur (P) est situé en
début du gene vioA.

7-3 Evaluation de ’expression de I’opéron vio Chez P ulvae TC14

L’expression de I’opéron vio a été étudiée dans les mémes conditions que celle
des séquences présomptives de [uxR. Ainsi, des amorces issues des genes vioA,
vioD et vioE ont servi a I’amplification en q-PCR des cDNA. Ces trois genes ont
été étudiés a titre représentatif de 1I’opéron vio. Ces ADN monocaténaires ont été
préalablement produits a partir des RNA totaux extraits de P. ulvae TC14 a des

temps compris entre 1h et 33h. Les résultats sont présentés dans la figure 31 ci-

dessous :
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Figure 31 : Taux d’expression de I’opéron vio chez P. ulvae TC14.
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Les résultats montrent la production du taux le plus élevé de cDNA (issu de la
séquence vioA a 10h, correspondant au début de la phase post-exponentielle de
croissance de la bactérie alors que I’expression des genes vioD et vioE sont
relativement faibles. Il peut paraitre logique que le niveau d’expression du gene
tda précede celui du gene vioA puisqu’il est nécessaire a la production de la

violacéine.

8- Etude de ’expression d’autres génes impliqués dans la mise en place du
QS et/ ou la formation de biofilm

Certains genes reconnus pour leur réle non négligeable dans la régulation du QS
et/ou la formation du biofilm bactérien ont ét€ également détectés sur le génome
de P. ulvae TC14. Apres I’identification par BLASTP et BLASTN, nous avons
tenté d’évaluer leur expression génique dans les mémes conditions que les génes
précédemment décrits. Ces genes sont csgD (curli biosynthesis regulator) et dgc

(dyguanylate cyclase)
8-1 Caractérisation du gene csgD chez P. ulvae TC14
8-1.1 Description et role du gene csgD dans la formation de biofilm

Plusieurs structures extracellulaires, notamment les lipopolysaccharides, les
flagelles et les pili et le curli interviennent dans adhésion initiale des cellules
bactériennes a une surface solide et / ou dans les étapes ultérieures de la formation
de biofilm (Olsen et al., 1989; Vidal et al., 1998). Dans E. coli, les curli
favorisent a la fois 1’adhésion initiale et 1’interaction cellule-cellule (Prigent-
Combaret et al., 2000). Les genes impliqués dans la production de curli sont
regroupés en deux opérons divergents : I'opéron csgAB, codant les composants
structurels de curli; et l'opéron csgDEFG, codant les genes nécessaires a
I'exportation de la sous-unité curli et a la stabilisation des fibres (Chapman et al.,
2002). Ainsi, le csgD est un facteur de transcription nécessaire a I'expression de

csgAB (Hammar et al., 1995) et donc a la production des curli. Le gene csgD
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pourrait contribuer a la formation de biofilm chez P. ulvae TC14. En outre une
étude menée par Lee et al., 2009 a montré que le géne SdiA connu pour étre
homologue de [uxR car pouvant détecter des AHLs, permet de réprimer le csgD
et par conséquent réduit la formation de biofilm chez E. coli. (Lee et al., 2009).
Ainsi le ¢sgD pourrait se présenter comme un intermédiaire dans la régulation du
biofilm par le QS. Méme si sdiA n’a pas €té retrouvé chez P. ulvae TC14, il est
possible que d’autres séquences de genes jouent ce méme role. 11 a semblé

nécessaire de faire de csgD un control de I’expression des séquences [uxR.
8-1.2 Identification et expression de csgD chez P. ulvae TC14

Sur le génome de P. ulvae TC14, le géne csgD peut €tre observé en position
12530. Les BLASTP et BLASTN effectués ont montré une forte homologie avec
des séquences csgD issues de E. coli, Pseudoalteromonas sp et Vibrio harveyi.
Les séquences ainsi identifiées chez TC14 ont été analysées par la technique g-

PCR. Les résultats sont présentés dans la figure 32 ci-dessous.
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Figure 32 : Suivi du taux de production des cDNA issus de la séquence csgD
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Les résultats montrent que le taux de production de cDNA correspondant au
gene csgD varie entre 0,4 pg et 1,85pg. La valeur maximale (1,85pg) est atteinte
apres 10h d’incubation, c¢’est-a-dire en début de phase post-exponentielle de

croissance de P. ulvae TC14.

8-2 Etude de I’expression du géne de la diguanylate cyclase dgc chez P.
ulvae TC14

8-2.1 Description et role des dgc vis-a-vis de la formation de biofilm

Le gene diguanylate cyclase (dgc) code pour une enzyme assurant la synthese
d’un messager sécondaire appelé c-di-GMP (Schirmer et Jenal, 2009). Dans la
majorité des bactéries étudiées jusqu’a présent, les concentrations intracellulaires
de c-di-GMP déterminent si une bactérie choisit les modes de vie planctoniques
mobiles ou les biofilms sédentaires. A des concentrations intracellulaires élevées,
le c-di-GMP favorise la production d'exopolysaccharides et d'autres facteurs
d'adhésion afin de faciliter la formation de biofilm. D'autre part, le c-di-GMP
retarde I'expression de flagelles. Le mode général d’action de dgc sur le c-di-GMP

est décrit dans la figure 32 ci-dessous.

[a} Pl %’ l
B b PDEA
[+ ] i -.":'-;_' rr-"'“'-«.ﬂ."#"""": e e PGPG —_— 7 GMP
DGC \ P {EAL)
2GTP =y ( ) /
POBEEF). i, Vit . L, POE

! e-di-IMP
(v
F ]
'_F"’

Biofilm / \’H‘uﬁlilv. virulence

Source : (Tamayo et al. 2007)

Figure 33 : Représentation schématique de I’action de la Dgc sur le c-di-

GMP. Dans la partie intracellulaire du ¢-di-GMP se trouve 2 enzymes antagonistes dont
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diguanylate cyclase (DGC) et phosphodiesterase (PDE) respectivement des enzymes de
synthese et de dégradation. Elles sont caractérisées par la présence d’un domaine GGDEF pour
les DGC et EAL pour les PDE. Le c-di-GMP est ainsi synthétisé via I’ utilisation de 2 molécules
de GTP par les DGC. Il est ensuite dégradé en pGpG par 2 GMP ou directement dégradé en 2
GMP par HD-GYP. Le c-di-GMP lie différents récepteurs protéiques ou riborégulateurs pour
réguler négativement 1'expression de genes de virulence et la mobilité, et réguler positivement

diverses fonctions reliées a la formation de biofilms (Tamayo et al. 2007).
8-2.2 Identification et caractérisation de dgc chez P. ulvae TC14

Le gene dgc a été détecté sur le génome de P. ulvae TC14 locus tag (B1199-
6350) au cours de nos recherches. Cette séquence de dgc ainsi identifiée a été
soumise a une analyse de I’expression génique par la technique de RT-q-PCR.
Les résultats de 1’évaluation du taux de production de cDNA issus de la s€équence

du geéne dgc sont présentés dans la figure 34 ci-dessous.

3,5

- \

2,5 4 \

1,5 / \

Taux de cDNA (pg)
N
~
rd

0,5

1h 3h 5h 7h 10h 15h 23h 28h 33h
Temps en heure

Figure 34 : Suivi de la production de cDNA issus des dgc

La production de dgc, qui est impliquée dans la production de c-di-GMP,
(figure 34) admet une augmentation a partir de 3h. Cette augmentation se poursuit
lentement jusqu’a 10h. Au-dela de 10h, le taux de cDNA connait une chute. Il a
été montré que lorsque le niveau de c-di-GMP, synthétisé par le dgc est haut, il

promeut le mode de vie sous la forme sessile et biofilm (Tamayo et al. 2007). En
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phase post exponentielle apres 10h de croissance bactérienne, P. ulvae TC14 est

donc dans I’état permettant le mieux 1’adhésion et la formation du biofilm.

9- Conclusion

Dans ce chapitre, il a €t€ question de caractériser le systeme QS chez TC14
dans I’objectif d’avoir une large vision sur son fonctionnement. Ainsi, ces
recherches ont essentiellement porté sur les principaux genes régulateurs de trois
types d’auto-induction notamment le systeme AHL, I’ Al-2 et le systeme peptique.
Par ailleurs, la violacéine a été définie dans les travaux d’Aye et al., 2015, comme
un facteur modulé par des AHLs exogenes. Il nous a donc semblé nécessaire de
caractériser 1’opéron vio afin d’un évaluer le taux d’expression et de pouvoir si
possible établir un lien avec le QS. D’autres génes qui sont éventuellement
impliqués dans 1I’adhésion, la production de biofilm et de violacéine chez P. ulvae

TC14 ont été également identifiés et caractérisés.

Huit séquences présomptives de [uxR ont été retrouvées dans le génome de P.
ulvae TC14. Cependant, ces séquences ne présentent pas le domaine de liaison
aux AHLs, et aucune autre séquence dans le génome ne possede les domaines
appropriés (pfam, interpro) comme indication de leur fonctionnalité. Comme Ayé
et al., avaient montré que la violacéine, 1’adhésion et la formation du biofilm
¢taient modulées par la présence d’AHLs, notre hypothése était qu’il existe un
récepteur possédant un domaine de liaison aux AHLs atypique chez P. ulvae
TC14. Dans I’objectif de voir si les profils d’expression des genes luxR candidats
pouvaient donner des informations quant a la potentielle fonctionnalité d’un des
candidats, les profils d’expression des genes de I’opéron vio, du géne csgD
impliqué dans la formation des curli (exprimés en conditions sessiles), de la
diguanylate cyclase dgc impliqué dans la synthese de c-di-GMP régulant la
formation du biofilm ont été étudiés a différents temps. Il semblerait que bien que
les geénes tda, vioA, dgc, csgD semblent avoir des profils d’expression qui

pourraient correspondre a ce que 1’on attend pendant la croissance des bactéries,
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aucune information claire n’a pu étre mise en évidence concernant les genes /uxR
présomptifs. Nous avions prévu d’étudier I’expression des génes [uxR en présence
ou absence des AHLs connues pour moduler I’expression du biofilm et de la
violacéine (Pantanella et al., 2007) mais pour des raisons techniques et de temps,
nous n’avons pu compléter ces expériences qui nous auraient peut-étre permis
d’en savoir plus. Il est aussi possible qu’aucune de ces séquences n’ait de fonction
particuliere et que I’explication concernant la modulation de certains phénotypes

par des AHLs doit €tre trouvée ailleurs.
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Chapitre IV :

Evaluation de ’impact de la modulation du QS sur
I’effet anti-adhésif et antibiofilm chez P. ulvae TC14
de trois analogues synthétisés au laboratoire Mapiem
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1- Introduction
Le laboratoire MAPIEM dispose d’un large répertoire de composés naturels

issus d’organismes marins ou de molécules synthétiques congues sur les bases de
modeles connus. Un grand nombre de ces molécules a été criblé au cours des
travaux de recherche précédents notamment ceux de Linares et al., en 2011 d’une
part et ceux d’Andjouh et Blache, 2015 d’autre part. Les premiers auteurs ont
montré que la molécule dénommée OB1 (Olivier Bottzeck 1) avait un effet
inhibiteur significatif sur ’adhésion et la formation de biofilm chez les bactéries
marines telles que Paracoccus sp. 4M6 et Pseudoalteromonas sp D41. Pour ce
qui concerne les seconds auteurs, ceux-ci ont réussi a élaborer des composés ayant
un effet antifouling important sur P. ulvae TC14 et P. lipolytica TC8. Parmi ces
composés se retrouvent ’AS194 (Andjouh Sofyane 194) et AS162 (Andjouh
Sofyane 162). Dans ce chapitre nous avons réévalué I’effet antifouling de ces trois
molécules (OB1, AS194 et AS162) sur P. ulvae TC14 et deux autres bactéries
marines Paracoccus sp. 4M6 et P. lipolytica TCS.

Par ailleurs, I’une des stratégies antifouling respectueuses de I’environnement
recherchée de nos jours repose sur I’inhibition du QS des bactéries. Dans ce cadre,
des travaux réalisés par Aye et al., 2015 ont permis de répertorier une classe de
molécules actives sur le QS. Parmi ces molécules, il y a des AHLs commerciaux
notamment la 3-oxo-C6 HSL et la 3-oxo-C8 HSL. L’effet de ces molécules sur le
QS chez TC14 a été testé par la capacité de chacune d’elles a activer ou inhiber la
production de violacéine chez P. ulvae TC14. Ainsi, les tests préliminaires
réalisés au cours de ces recherches ont montré que la 3-oxo-C6 HSL inhibait la
violacéine et la 3-oxo-C8 HSL quant a elle, augmentait significativement la
production de ce pigment chez P. ulvae TC14. Ces deux molécules ayant des
effets opposés sur la modulation de la violacéine chez P. ulvae TC14 puisque la
production de violacéine est regulée par le QS chez C. violaceum (choisi comme
biosenseur de référence dans la these de Mireille Ayé). En outre, chez C.

violaceum, la violac€ine est regulée par le QS. Ce qui nous permet d’établir un
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lien entre la production de violacéine et le QS chez TC14 meme si cela n’a pas
encore été clairement défini. En plus de ces deux AHLs commerciaux, d’autres
molécules connues pour €tre actives sur le QS de plusieurs bactéries marines ont
¢été testées dans cette étude. 11 s’agit du farnesol et I’eugénol.

Ces quatre molécules (3-0xo-CO6HSL, 3-oxo-C8HSL, farnesol et eugénol)
actives sur le QS ont été combinées a chacun des composés antifouling (OB1,
AS194 et AS162) décrits plus haut. L’effet des différentes combinaisons a été
déterminé sur I’adhésion et le biofilm chez P. ulvae TC14, Paracoccus sp. 4M6
et P. lipolytica TCS.

L’objectif de ce chapitre a été de vérifier 'impact de la modulation du QS
(inhibition ou activation) sur D’effet antifouling des composés naturels.
Autrement, il était question d’évaluer une potentialisation de I’effet antifouling de
ces composés ou encore une inhibition de cet effet par la modification du

fonctionnement du QS.

2- Evalution de D’effet antifouling des trois composés mis au point au
laboratoire MAPIEM chez P. ulvae TC14 et deux autres bactéries marines

2-1 Effet des trois composés sur la croissance des bactéries

Chacun des trois composés (OB1, AS194 et AS162) a été testé sur la croissance
des bactéries. Ceci afin de s’assurer d’une absence d’inhibition de la croissance
de ces bactéries. Afin de rester conforme aux études précédemment réalisées par
Andjouh et Blache (2015), les composés ont été testés a des concentrations de
50, 100 et 200 uM. Des cultures bactériennes ont ét€ réalisées en présence de
chacun des composés au différents temps qui sont 0, 24, 48 et 72h dans du VNSS.
Le VNSS est un milieu de culture souvent utilisé pour la croissance des bactéries
marines (Brian-Jaisson et al., 2014). Les résultats sont présentés dans la figure

35 ci-dessous.
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Figure 35 : Effet des trois analogues synthétiques sur la croissance chez P.

ulvae TC14 et chez les deux autres bactéries. Les tests ont été réalisés trois fois en
microplaques transparentes. Un test statistique a été fait a (p<0,05) des témoins (culture a OuM)
et aucune différence significative n’a été trouvée.
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Aucun des composés ci-dessus testés n’agit significativement sur la croissance
de P. ulvae TC14 et des deux autres bactéries. Ceci expliquerait ’absence d’effet
bactéricide et/ou bactériostatique significatif sur les différentes souches. Ainsi,
des tests d’adhésion et de biofilm ont pu éEtre réalisés avec ces différents

composés.

2-2 Evaluation de I’effet antifouling des trois composés
2-2.1 Effet sur ’adhésion des bactéries

Les trois composés (OB1, AS194 et AS162) ont été testés sur 1’adhésion chez
P. ulvae TC14 et chez les deux autres bactéries (P. lipolytica TC8 et Paracoccus
sp. 4M6). Une gamme de concentrations comprenant O ; 10 ; 25 ; 50 ; 100 ; 150
et 200 uM de chaque composé a été testée sur I’adhésion des différentes bactéries
au bout de 24h en microplaques noires. Ces tests ont permis d’évaluer I’effet des
composés sur I’adhésion des bactéries sur une surface en polystyréne. Les

résultats obtenus sont présentés dans la figure 36 ci-dessous.
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Figure 36 : Effet des analogues sur I’adhésion des bactéries. Les tests ont été
réalisés trois fois en réplicats en microplaques noires. Les cellules ont été marquées au SYTO61
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avant d’€tre portées au Tecan pour lecture (A680). Les essais marqués d’astérisques sont
significativement différents (P<0,05) du témoin (cultures de bactérie sans composés, 0 uM).

L’adhésion, I’étape cruciale de la formation du biofilm chez les bactéries a été
largement décrite dans le premier chapitre (bibliographie) de cette étude. En effet,
cette étape nécessite I’intervention des structures d’adhésion qui varient selon le
type de Gram des bactéries. Pour les bactéries a Gram-négatif, il s’agit des pili,
des curli, des capsules et du glycocalix. Pour les bactéries a Gram-positif, ce sont
les acides teichoiques, 1’acide mycolique, la capsule et le glycocalix (Van Houdt

et Michiels 2005).

Il ressort de la figure 36 que, les trois composés testés sur I’adhésion chez P.
ulvae TC14 notamment montrent un effet inhibiteur a partir 10 uM (Figure 36A,
36B et 36C). Cette inhibition est plus marquée pour AS162 qui réduit de pres de
70% dés 10 uM de concentration. Jusqu’a 200 uM, le taux d’adhésion est réduit
de pres de 90%. L’ AS194 quant a lui, a un effet moyen sur I’adhésion chez TC14
mais celui-ci pourrait atteindre 85% d’inhibition a 200 uM. L’effet global de
I’OB1 sur I’adhésion de P. ulvae TC14, bien que significatif, reste relativement

faible.

Les souches Pseudoalteromonas lipolytica TC8 et Paracoccus sp. 4M6 sont
connues pour avoir une trés bonne capacité d’adhésion et de formation de biofilm.
Ces deux souches marines (P. lipolytica TC8 et Paracoccus sp. 4M6) semblent
ne pas produire d’AHLs tout comme P. ulvae TC14 (Aye et al., 2015). Dans le
but de vérifier la reproductibilit¢ des résultats issus des tests d’inhibition
d’adhésion et de biofilm chez P. ulvae TC14, il a paru nécessaire de considérer P.
lipolytica TC8 et Paracoccus sp. 4M6 comme contrdles positifs. Il ressort des
figures 36A, 36B et 36C que les différents composés inhibent également
I’adhésion chez P. lipolytica TC8 et Chez Paracoccus sp. 4M6. Tout comme chez

P. ulvae TC14, ’AS162 montre I’effet inhibiteur d’adhésion le plus prononce
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chez ces deux souches. L’OBI1 et ’AS194 affiche un effet globalement moindre

sur I’adhésion des bactéries.

Ces résultats ont permis d’évaluer I’effet inhibiteur des trois composés chez P.
ulvae TC14 et deux autres souches servant de contrdles positifs. Par ailleurs, ces
résultats sont d’autant plus intéressants qu’ils ont permis de classer ces composés
dans D’ordre croissant d’inhibition d’adhésion : OB1, AS194 et AS162. Pour
confirmer cette classification, il a semblé nécessaire de comparer les différentes
concentrations de ces composés susceptibles d’éliminer 50% de taux d’adhésion

(CEso) chez chaque bactérie.

2-2.2 Evaluation des CEso des trois composés sur I’adhésion chez les
différentes souches

La concentration effective permettant d’éliminer 50% de I’adhésion de chacune
des souches (CEsp) a été calculée pour chacun des composés. Les calculs ont été
effectués a I’aide du logiciel GraphPadPrism 5. Ainsi ont été déterminées les CEsg
d’inhibition d’adhésion de chacune des bactéries pour OB1, AS194 et AS162. Les

résultats obtenus sont présentés dans le tableau 18 ci-dessous.

Tableau 18 : CEso (uM) de ’inhibition d’adhésion des trois composés chez les

différentes souches

OB1 75,4454 216,9+6,8 114,7+£3,8
AS194 38,3+4,8 75,5+4,1 174,5+7,6
AS162 4,3+1,1 23,242.5 8,0+0,9
Ampicilline (Andjouh et Blache, 9,3+1,0 17,9+1,0 144,1+0,6
2015)

Les résultats montrent que les trois composés tels que disposés dans le tableau
18 (OB1-AS194-AS162) respectent un ordre croissant d’inhibition d’adhésion
des souches. Cependant, il n’y a que chez Paracoccus sp. 4M6 ou la CEsy d’OBI1
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a ¢té faible par rapport a celle d’AS194. Dans tous les cas, la CEs5y de I’AS162 est
resté considérablement faible. Les CEsod’AS162 avoisinent ceux de I’ampicilline
chez P. ulvae TC14 et P. lipolytica TC8. Chez Paracoccus sp. 4M6, les valeurs
de CEso d’OBI1 et AS162 restent en dessous de celle de I’ampicilline. Ces résultats
sont intéressants d’autant plus que I’effet inhibiteur d’adhésion d’AS162 semple
étre plus €levé que celui de ’ampicilline alors que cet analogue n’a pas révélé de
toxicité significative contrairement a I’ampicilline chez les trois bactéries. Les
deux autres analogues quant a eux, admettent une CEso proche de celle de
I’ampicilline chez Paracoccus sp. 4M6. Ces résultats ont ainsi permis de
distinguer le mécanisme de modulation d’un effet plus ¢élevé de celui d’un effet

relativement faible. Et ce, pour I’inhibition d’adhésion des bactéries.
2-2.3 Effet des composés sur la formation de biofilm chez les bactéries

Le test de biofilm au cristal violet a montré que OB1, AS194 et AS162 ont
chacun un effet inhibiteur tres intéressant sur le biofilm des bactéries. Les tests
ont été réalisés a deux périodes (48h et 72h) afin d’évaluer non seulement I’ effet
de chaque composé sur le biofilm mais aussi la persistance de cet effet a long
terme. L’AS162 a montré une fois de plus un effet trés prononcé sur le biofilm
des bactéries par rapport a I’AS194 et a ’OB1. En revanche, chacun des composés

a un effet a 48h qui persiste a 72h.

2-2.3.1 Effet d’OB1 sur la formation de biofilm chez les bactéries

L’OBI a été testé sur le biofilm chez P. ulvae TC14 et les autres bactéries en
48h et 72h. L’effet bien que significatif, a été faible par rapport a celui de AS194
et AS162 chez les trois bactéries. Chez P. ulvae TC14 (figure 37A), I’effet anti-
biofilm d’OBI1 est resté presque constant a 72h. Cependant, chez P. lipolytica TC8
(figure 37B) les résultats ont montré une chute de I’effet a 72h. Quant a
Paracoccus sp. 4M6 (figure 37C), c’est plutot a 72h que I’inhibition du biofilm
a atteint un seuil de significativité et ce aux concentrations les plus élevées (150

uM et 200 uM). Les résultats sont présentés dans la figure 37 ci-dessous.
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Figure 37 : Effet d’OBI1 sur le biofilm chez les bactéries. Les tests ont été réalisés
trois fois en réplicats en microplaques transparentes 96 puits. Les cellules ont ét€ marquées au
Crystal Violet (CV) avant d’étre portées au Tecan pour lecture (A570). Les essais marqués
d’astérisque sont significativement différents (P<0,05) du témoin (cultures de bactérie sans
OB1, 0 uM).
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2-2.3.2 Effet d’AS194 sur la formation de biofilm chez les trois bactéries

Le composé AS194 a été testé dans les mémes conditions qu’OB1 sur la
formation du biofilm chez P. ulvae TC14, P. lipolytica TCS8 et Paracoccus sp.
4M6. 11 ressort des résultats présentés dans la figure 38 que ce composé a
globalement montré un effet d’inhibition plus prononcé sur le biofilm des
bactéries par rapport a celut d’OB1. Toutefois, il convient de noter une rechute de
I’effet du composé a 72h. Cette chute est restée relativement faible chez P. ulvae
TC14 (figure 38A) et chez P. lipolytica TCS8 (figure 38B). Par contre chez 4M6
(figure 38C), I’effet d’inhibition du biofilm a connu une chute importante a 72h.
En revanche, chez cette méme bactérie, 1’inhibition du biofilm a 48h a été trés
significative a des concentrations de 150 uM et 200 uM tout comme chez P. ulvae

TC14. Tous ces résultats sont présentés dans la figure 38 ci-dessous.
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marqués d’astérisque sont significativement différents (P<0,05) du témoin (cultures de bactérie
sans composés, OuM).

2-2.3.3 Effet d’AS162 sur la formation de biofilm chez les trois bactéries

Les résultats ont montré un effet significatif d’AS162 sur chacune des souches.
En ce qui concerne TC14, le biofilm a €té inhibé a plus de 99% par 150 et 200
uM d’AS162 tant a 48h qu’a 72h. L’effet d’AS162 est resté presque constante
chez TC14 (figure 39A). Ceci pourrait étre di au fait que I’inhibition du biofilm
étant tres €levée a 48h, la régénération de cellules a 72h est restée faible du faite
de la forte diminution de densité. Chez TCS, cette inhibition a été significative a
partir de 50 uM. En revanche, I’effet d’inhibition du biofilm chez TC8 par AS162
a connu une légere chute a 72 h a des concentrations de 50 et 100 uM (figure
39B). Chez 4M6 (figure 39C), les résultats ont montré un effet rapide d’AS162.
Celui-ci a connu une légere baisse a 72h a de faibles concentrations. Ces résultats

sont présentés sur la figure 39 ci-dessous.
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Figure 39 : Effet d’AS162 sur la formation de biofilm chez les trois bactéries.
Les tests ont été réalisés trois fois en réplicat en microplaques transparentes 96 puits. Les
cellules ont été marquées au Crystal violet avant d’étre portées au Tecan pour lecture (A560).
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Les essais marqués d’astérisque sont significativement différents (P<0,05) du témoin (cultures
de bactérie sans composés, OuM).

2-2.3.4 Détermination des CEso des trois composés sur le biofilm chez
les différentes souches

Les CEso des composés sur le biofilm des souches ont été calculées dans les
mémes conditions que celles de I’adhésion. Les différentes valeurs ont montré que
I’AS162 a eu les CEs les plus faibles. Ces résultats sont proches de ceux de
I’adhésion dans lesquels il a été observé une variabilité de 1’effet des composés
avec ’AS162 ayant un effet tres élevé. Ces données nous ameneront a mieux
évaluer la modification par la modulation du QS chez P. ulvae TC14, d’un effet
moins élevé par rapport a un effet trés €levé tant sur I’adhésion que sur le biofilm.
Les CEso des composés sur la formation de biofilm chez les trois souches sont

présentés dans le tableau 19 ci-dessous.

Tableau 19 : CEso (uM) des différents composés sur la formation de biofilm

chez les souches

OB1 48 69,9+5,9 127,9+3,6 328,049,5
72 125,6+11,1 333,745,8 209,5+7,8

AS19%4 48 24,8+3,9 48,845,1 26,9+4,6
72 66,3+5,5 53,0+£2,4 166,7+6,7

AS162 48 4,4+1,3 29,4+4,1 18,8+2,1
72 6,0+1,5 36,629 25,942 .4

3- Evaluation de I’effet des composés actifs sur le QS chez P. ulvae TC14
L’objectif de ce chapitre est d’identifier des molécules capables d’induire une

réponse du QS chez P. ulvae TC14 tout en évaluant I’impact de cette réponse sur
I’inhibition d’adhésion et de formation de biofilm par les trois composés (OB1,
AS194 et AS162). Pour cela, un screening de composés actifs sur le QS chez P.
ulvae TC14 a été réalisé. La sélection de ces modulateurs de QS chez P. ulvae

TC14 s’est faite sur la base de leur effet sur la production de violacéine. En effet,
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il a été démontré par Aye et al., 2015 que la violacéine est un bon indicateur de

QS chez P. ulvae TC14 et mieux, elle est visible et mesurable.

Ainsi, deux AHLs commerciaux, notamment la 3-oxo-C6 HSL et la 3-0x0-C8
HSL ont été d’office pris en compte parmi les molécules actives sur le QS chez
P. ulvae TC14. En effet, les travaux d’Aye et al., 2015 ont montré une inhibition
de plus de 40% de la production de violacéine chez P. ulvae TC14 par la 3-oxo-
C6 HSL a 50 uM. Quant a la 3-oxo-C8 HSL, elle a plutdt augmenté le taux de
violacéine de plus de 50% a cette méme concentration. Deux autres composés
naturels et commerciaux connus pour étre des modulateurs de QS ont fait objet
d’analyse dans cette étude. Il s’agit du farnesol et de I’eugénol. Ces composés ont

¢té également testés sur la production de violacéine chez P. ulvae TC14.

3-1 Effet du farnesol sur la production de violacéine chez P. ulvae TC14

Le farnesol est un dérivé d’alcool sesquiterpénique connu pour impacter le
quorum sensing chez plusieurs bactéries. Il est généralement produit par Candida
albicans (Hornby et al., 2001). 11 est capable d’induire des modifications
physiologiques chez plusieurs organismes eucaryotes et procaryotes tout en

interférant avec leur systeme d’autoinduction (Cao et al., 2005).

Des tests ont été réalis€s avec le farnesol sur les différents parametres
(croissance, adhésion, biofilm et production de violacéine) chez P. ulvae TC14 au
cours de cette étude. Sans toutefois modifier significativement, ni la croissance,
ni I’adhésion et le biofilm chez les trois souches, le farnesol a montré un effet
activateur de la production de violacéine chez P. ulvae TC14. L’effet du farnesol
sur la production de violacéine chez P. ulvae TC14 est présenté sur la figure 40

ci-dessous.
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Figure 40 : Effet du farnesol sur la production de violacéine chez P. ulvae

TC14. Les tests ont été réalisés trois fois en réplicats en microplaques transparentes 96 puits.
L’extraction de la violacéine s’est faite a I’aide d’éthanol 100%. La lecture a été faite a
DO=595nm au TECAN. Les essais marqués d’astérisque sont significativement différents
(P<0,05) du témoin (cultures de bactérie sans farnesol, OuM).

Comme I’indique la figure 40, dés 24h, la production de violaceine a été
augmentée de 18 % par I’ajout de 50 uM de farnesol. Cette augmentation s’est
accentuée dans le temps (48h : 58% et 72h : 67%). Ces résultats montrent que le

farnesol module la violacéine chez P. ulvae TC14.

3-2 Effet de I’eugénol sur la production de violacéine chez P. ulvae TC14

L’eugénol est un dérivé phénolique connu pour avoir des propriétés inhibitrices
sur le Quorum sensing chez des bactéries (Zhou et al., 2013). Ces propriétés anti-
QS ont été mises en évidence chez E. coli et P. aeruginosa au cours des travaux
de Zhou et collaborateurs.

Dans cette ¢tude I’eugénol a été testé sur la production de violacéine chez P.
ulvae TC14. Il ressort des résultats que la production de violacéine chez P. ulvae
TC14 a diminué de 22% en 24h, de 58% en 48h et 57% en 72h. Ceci montre que
I’eugenol module également I’expression de la violacéine. Ces résultats sont

présentés sur la figure 41 ci-dessous.
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Figure 41 : Inhibition de la production de violacéine par I’eugénol chez P.

ulvae TC14. Les tests ont été réalisés trois fois en replicats en microplaques transparentes 96
puits. L’extraction de la violacéine s’est faite a I’aide d’éthanol 100%. La lecture a été faite a
DO=595 nm au TECAN. Les essais marqués d’astérisque sont significativement différents
(P<0,05) du témoin (cultures de bactérie sans eugénol, OuM).

4- Evaluation de I’impact de l1a modulation du QS sur ’effet antifouling
des trois composés par approche combinatoire
Ces quatre molécules (3-oxo C6HSL, 3-oxo C8HSL, farnesol et eugenol)

considérées dans cette étude comme étant des modulateurs du la violacéine ont
¢té réparties en deux groupes. D’une part, la 3-oxo C6 HSL et I’eugénol ont été
considérés comme des inhibiteurs de QS. D’autre part, la 3-oxo-C8 HSL et le

farnesol ont été considérés comme étant des activateurs de QS.

Des tests de combinaison binaire ont été réalisés a partir des trois composés
antifouling et des modulateurs de violacéine. Chaque modulateur de violacéine a
été rajouté (a 50 uM) a la gamme de concentration précédemment testée de chacun
des composés anti-fouling (OB1, AS194 ou AS162). Ces tests ont permis
d’évaluer I’impact de la modulation de violacéine chez P. ulvae TC14 sur I’effet
anti-adhésion ou anti-biofilm des trois composés. Ces tests ont été également

réalisés sur les contrOles positifs que sont P. lypolitica TC8 et Paracoccus sp.

4M6.
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4-1 Evaluation de I’'impact de I’inhibition du QS (QSI) sur P’effet
antifouling des trois composés

4-1.1 Effet de la combinaison des QSI et des trois composés antifouling
sur I’adhésion chez P. ulvae TC14

L’un des moyens de lutte contre le biofilm bactérien est I’inhibition du QS des
bactéries. En effet, le QS est généralement impliqué dans le développement et
I’entretien des biofilms (Borchardt et al., 2001). Il a semblé opportun dans cette
étude de combiner un inhibiteur de QS a un composé antifouling. Ceci permettra
d’évaluer I’impact de I’inhibition du QS sur I’effet anti-adhésif des composés chez

P. ulvae TC14.

Cependant, les résultats ont montré d’une maniere générale que 1’adhésion a
tendance a étre restituée chez P. ulvae TC14. La réduction de I’effet anti-adhésif
a été plus marquée chez AS162 (figure 42¢). Chez OB1 (figure 42a) et AS194
(figure 42b), la restitution de I’adhésion chez P. ulvae TC14 est moins prononcée.
Il convient de noter que la combinaison de ces deux types de molécules a réduit
I’effet anti-adhésif chez les composés antifouling. Ainsi, I’inhibition du QS chez
P. ulvae TC14 semble ne pas contribuer a I’augmentation de I’effet d’antidhésion
chez les bactéries. Bien au contraire, elle en diminue ’effet. Les résultats des tests
de combinaison sur I’adhésion des bactéries sont présentés dans la figure 42 ci-

dessous.
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Figure 42 : Effet des combinaisons sur ’adhésion chez P. ulvae TC14. La
gamme de concentration des composés antifouling utilisée dans les premiers tests a été
maintenue. Une concentration de 50pM d’inhibiteurs de QS (3-oxo-c6HSL ou eugénol) ont été
ajoutée a chaque concentration de composés antifouling. Les essais marqués d’astérisque sont
significativement différents (P<0,05) du témoin (cultures de bactérie avec composés antifouling
sans ajout de molécule anti-QS).

4-1.2 Effet des combinaisons sur I’adhésion chez P. lypolitica TCS et
Paracoccus sp. 4M6

Laréduction de I’effet d’anti-adhésion étant plus marquée chez AS162, des tests
de contrdle positif ont été réalisés avec AS162 combiné a 3-oxo-C6 HSL. Les
résultats ont montré une forte restitution d’adhésion a des concentrations

relativement faibles d’AS162 chez P. lypolitica TC8 (figure 43a). Chez
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Paracoccus sp. 4M6 (figure 43b), I’adhésion est restituée jusqu’a 150 puM

d’AS162. Les résultats sont présentés sur la figure 43.
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Figure 43 : Effet de combinaison d’AS162 et 3-0x0-C6 HSL sur ’adhésion

chez P. lipolytica TC8 et Paracoccus sp. 4M6. Les essais marqués d’astérisque sont

significativement différents (P<0,05) du témoin (cultures de bactérie avec AS162 sans ajout
de3-0x0-C6HSL).

4-1.3 Mise en évidence de la restitution de I’adhésion chez les bactéries
par la détermination des CEs des différentes combinaisons

Les CEsp calculées ont montré une réduction de I’effet d’anti-adhésion des
composés antifouling par les inhibiteurs QS. Cette réduction d’effet s’est avérée
plus marquée sur AS162 (troisieme bloc du tableau 20) chez chacune des souches.
Toujours selon les CEsy déterminées, la réduction de I’effet d’anti-adhésion a été

moins prononcée chez AS194 (deuxieme bloc du tableau 20). Dans le premier
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bloc du tableau 20, la combinaison avec 1’OB1 a montré une restitution

d’adhésion plus marquée chez P. ulvae TC14 que chez TC8 et 4M6.

Tableau 20 : CEso (uM) des combinaisons sur I’adhésion des souches. Les
valeurs marquées d’astérisque sont significativement différentes (P<0,05) du témoin (cultures
de bactérie avec composé antifouling seul).

OB1 75,4+5,4 216,9+6,7 114,7+3,7
OB1+3-0x0-C6 108,3£7,7%* 248,2+7.,4 145,6+4,1*
OB1+Eugenol 150,8+11,8%*%** 231,8+8,8 144,1+9,9*
AS194 38,2+4,7 75,5+4,1 174,5£7,5
AS194+3-0x0-C6 55,4+3,1* 88,9+3,1 272,843,5%*
AS194+Eugenol 74,3+2,8% 77,449,1 189,7+11,2
AS162 4,3+1,1 23,2424 8,0+0,8
AS162+3-0x0-C6 64,145,7%%* 50,8+2,8%** 41,1£]1,8%**
AS162+Eugenol 62,943,9%%* 48,7£5,9%** 22,1£10,2%%*

4-1.4 Effet de la combinaison des QSI et des trois composés antifouling
sur la formation du biofilm chez TC14

Les combinaisons des analogues synthétiques et des inhibiteurs de QS ont
été testées sur la formation de biofilm chez P. ulvae TC14. Le constat a été que la
présence des inhibiteurs de QS a provoqué la restitution du biofilm chez P. ulvae
TC14. Cette restitution a été beaucoup plus accentuée apres 48h. Cependant, a
72h la masse de biofilm restituée a tendance a baisser pour ce qui concerne OB1
et AS194. Pour ce qui concerne AS162, le biofilm est autant restitué¢ a 48h qu’a
72h. Par ailleurs, plus I’effet du composé est élevé, plus la restitution est marquée.
Ainsi, OB1 ayant I’effet le moins ¢élevé, a un taux d’augmentation moyenne
d’environ 25% en cas de combinaison. L’AS194 et ’AS162 ont des taux
respectifs de 50% et de 80% apres 48h. Les résultats des effets de combinaison
des analogues synthétiques aux inhibiteurs de QS chez P. ulvae TC14 sont

mentionnés sur la figure 44 ci-dessous.
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Figure 44 : Effet de Combinaison des analogues avec les inhibiteurs de QS

sur la formation de biofilm chez P. ulvae TC14. Les essais marqués d’astérisque sont
significativement différents (P<0,05) du témoin (cultures de bactérie avec composés antifouling

sans ajout d’inhibiteurs de QS).
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4-1.5 Effet des combinaisons sur le biofilm chez P. lipolytica TCS8 et
Paracoccus sp. 4M6

L’essai a été repris avec AS162 et 3-oxo-C6 HSL sur les deux autres bactéries.
Cette combinaison a semblé €tre la plus pertinente chez ces deux souches. Les
résultats ont montré également un effet antagoniste des deux types de composés
se révélant par la restitution de biofilm chez les différentes souches. Celle-ci serait
due a la présence des inhibiteurs de QS. Il est a noter que 1I’augmentation du taux
de biofilm en présence des molécules combinées a paru beaucoup plus importante

apres 48h qu’apres 72h. Les résultats sont présentés dans la figure 45 ci-dessous.
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Figure 45 : Effet de combinaison des analogues et des inhibiteurs de QS sur
la formation de biofilm chez TCS8 et 4M6.
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4-1.6 Détermination des CEs¢ des combinaisons sur le biofilm chez P. ulvae
TC14 et les deux autres souches.

Les CEso des combinaisons sur le biofilm ont été calculées et reportées dans le

tableau 21 ci-dessous. Les résultats ont montré une augmentation des CEsg

correspondant aux combinaisons. Cette augmentation des CEsg tres accentuée

chez P. ulvae TC14, se reproduit également chez P. lypolitica TC8 et Paracoccus

sp. 4M6 avec les combinaisons incluant la 3-oxo-C6 HSL.

Tableau 21 : CEso des combinaisons sur le biofilm des souches. Les valeurs
marquées d’astérisque sont significativement différentes (P<0,05) du témoin (cultures de
bactérie avec composé antifouling seul).

OB1 69,8+5,8 127,943,5 328,0+9,4
OB1+3-0x0-C6 48 173,8+11,4%%* 140,3+5,4* 357,2+3,4*
OB1+Eugenol 159,8+11,02%** 133+11,8 333,1+16,3

OB1 125,6%11,0 333,7+5,7 209,5+£7,8

OB1+3-0x0-C6 72 200,3+8,4+* 319,8+7,4 231,1+4,0%*
OB1+Eugenol 180,8+6,89* 340,2+14,1 211,4+7,1
AS194 24,7+3.8 48,7+5,0 26,9+4,5
AS194+3-0x0-C6 48 232,24]11,7%%* 72,3+2,5% 48,6+2,8%*
AS194+Eugenol 186,7+7,2%%%* 61,3+9,4* 31,1+7,9
AS194 66,3+5,4 53,0+2,4 166,7£6,7
AS194+3-0x0-C6 72 135,5+6,4%%%* 69,36+3,1* 174,0£5,7
AS194+Eugenol 108,9+10,8%** 55,4+8,8 171,22+8,9
AS162 4,42+1,2 29,37+4,0 18,8+2,1
AS162+3-0x0-C6 48 20,143,4%%* 37,1+£2,7% 47,842 4++%
AS162+Eugenol 15,443,9%** 30,7+13,1%* 42,3+10,2%%*
AS162 6,0+1.,4 36,5+2,8 25,9424
AS162+3-0x0-C6 72 50,944, 7%** 37,9£7,0 44,6+2,6%*
AS162+Eugenol 9,4+7,8 35,4+12,1 33,749,4
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4-2 Evaluation de I’impact de I’activation du QS sur ’effet antifouling des
trois composés (OB1, AS194 et AS162) par approche combinatoire

4-2.1 Effet des combinaisons sur 1’adhésion

4-2.1.1 Chez P. ulvae TC14

Tout comme les inhibiteurs de croissance, la 3-0xo0-C8 HSL et le farnesol ont été
combinés aux composés antifouling et testés sur I’adhésion chez TC14. Ces deux
molécules ont été considérées au cours de cette étude comme €tant des activateurs
de QS du fait de leur effet inducteur sur la production de violacéine chez TC14.
Il a été question de vérifier si ces deux types de molécules auraient un effet
synergique sur 1’adhésion de P. ulvae TC14 contrairement au cas précédent.
Cependant les résultats ont révélé un effet antagoniste comme dans le cas des

inhibiteurs de QS. Ces résultats sont présentés sur la figure 46 ci-dessous.
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Figure 46 : Effet de la combinaison des analogues avec les activateurs de QS

sur P’adhésion chez P. ulvae TC14. Les essais marqués d’astérisque sont
significativement différents (P<0,05) du temoin (cultures de bactérie avec composés antifouling
sans ajout d’activateurs de QS).
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4-2.1.2 Chez P. lypoliticaTC8 et Paracoccus sp. 4M6

Les résultats de combinaison d’AS162 avec les activateurs de QS ont été les
plus pertinents chez les deux bactéries. La reconstitution du biofilm en présence
des molécules agissant sur le QS a été remarquée autant bien chez P. lypolitica

TC8 (figure 47a) que chez Paracoccus sp. 4M6 (figure 47b).
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Figure 47 : Effet de la combinaison d’AS162 avec les activateurs de QS sur

I’adhésion chez TC8 et 4M6. Les essais marqués d’astérisque sont significativement
différents (P<0,05) du témoin (cultures de bactérie avec AS162 sans ajout d’activateurs de QS).
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4-2.1.3 Détermination des CEs) des combinaisons de composés
antifouling et des activateurs de QS sur I’adhésion des souches

Les CEsodes différentes combinaisons calculées chez P. ulvae TC14 (deuxieme
colonne du tableau 22) se trouve étre significativement élevées par rapport a
celles des composés seuls. Ceci montre la restitution de 1’adhésion par la présence
des activateurs de QS chez P. ulvae TC14. Aussi le controle effectué avec la
combinaison d’AS162 et de 3-oxo-C8HSL chez les deux autres souches (les deux
dernieres colonnes du tableau 22) montre une augmentation des CEsg

correspondantes. Ces résultats ont été présentés dans le tableau 22 ci-dessous.

Tableau 22 : CEso des combinaisons des trois composés et des activateurs de
QS sur I’adhésion des souches. Les valeurs marquées d’astérisque sont significativement
différentes (P<0,05) du témoin (cultures de bactérie avec composé antifouling seul). Les
combinaisons ont été reprises chez Paracoccus sp. 4M6 et P. lypolitica TC8 qu’avec la 3-oxo-
C8HSL et AS162. Les autres combinaisons ont donné lieu a une restitution d’adhésion moins
élevée chez les deux autres bactéries.

OB1 75,39+5,42 216,9+6,7 114,7+3,7
OB1+3-0x0-C8 108,1+8,0%** 254,8+4,7* 149,5+2 4%
OB1+Farnesol 148,6+8,0%** 222,9+11,3 125,4+9,1
AS194 38,2+4,7 75,5+4,1 174,5+£7,5
AS194+3-0x0-C8 83,95+ 4,17%%* 04,1+£3,8%%* 266,7+3,8%*
AS194+Farnesol 67,5+3,66871%** 87,3+9,8%* 201,8+4,2*
AS162 4,3+1,0 23,2424 8,0+0,8
AS162+3-0x0-C8 62,948, 7#%* 52,844, 7#%* 35,2142, 44 %
AS162+Farnesol 41,3+4,0%** 44,8412,5%* 21,5£13,4%%*
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4-2.2 Effet des combinaisons des composés antifouling et les activateurs
de QS sur la formation de biofilm des souches

Tout comme les inhibiteurs de croissance, la 3-oxo-C8 HSL et le farnesol ont
été testés sur le biofilm chez P. ulvae TC14 et les deux autres bactéries. Les
résultats ont montré que ces deux molécules considérées dans cette étude comme
étant des activateurs de QS, inhibent également 1’effet anti-biofilm des composés
du Mapiem. Aussi, il est a noter que cette inhibition de I’effet anti-biofilm de ces
composés a €été plus marquée chez AS162 par rapport a AS194 et OB1. Cette
variation de taux d’inhibition d’un compos¢ a I’autre a été également notée dans
le cas de la combinaison avec les inhibiteurs de QS. Les résultats des tests

effectués a 48h ont semblé Etre les plus pertinents.

4-2.2.1 Effet des combinaisons sur la formation de biofilm apres 48h
chez P. ulvae TC14
L’effet des combinaisons a été évalué sur le biofilm chez P. ulvae TC14 apres

48h. Il ressort des résultats que 1’effet des différents composés antifouling a connu
une baisse. Cette diminution d’effet se trouve étre plus marquée pour le composé
AS162 (figure 48c¢) qui au préalable a la plus forte inhibition sur le biofilm. Pour
les autres composés notamment OB1 (figure 48a) et AS194 (figure 48b), la
réduction de leur effet antifouling reste relativement faible. Les résultats sont

présentés dans la figure 48 ci-dessous.
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Figure 48 : Effet de la combinaison des analogues avec les activateurs de QS
sur la formation de biofilm chez P. ulvae TC14. Les essais marqués d’astérisque sont
significativement différents (P<0,05) du témoin (cultures de bactérie + analogue sans ajout
d’activateurs de QS).
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4-2.2.2 Effet d’AS162 et la 3-0x0-C8 HSL sur la formation de biofilm
chez P. lypolitica TC8 et Paracoccus sp. 4M6

Chez les deux bactéries, les combinaisons d’AS162, le composé antifouling
ayant I’effet le plus élevé, aux activateurs de QS ont montré une réduction de
I’effet anti-biofilm d’AS162 chez 4M6 (figure 49b). Chez P. lipolytica TCS8
(figure 49a) la réduction de I’effet anti-biofilm est relativement faible mais reste
¢levé a de fortes concentrations d’AS162. Ceci marque la reproductivité des
résultats obtenus sur P. ulvae TC14 pour ce composé. L’effet des combinaisons
de I’AS162 et de 3-oxo-C8HSL sur la formation de biofilm chez les deux bactéries
est évalué sur la figure 49 ci-dessous.

a) TC8
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Figure 49 : Effet de la combinaison des analogues avec les activateurs de QS
sur la formation de biofilm chez TCS8 et 4M6
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4-2.2.3 Détermination des CEso d’inhibition des combinaisons sur la
formation de biofilm chez les souches

Les CEso des combinaisons ont été déterminées chez les différentes souches.

Les valeurs des CEsp vont dans le méme sens que celles précédemment

déterminées pour I’effet des combinaisons sur I’adhésion. Les résultats ont en

effet montré une augmentation des CEs sous I’effet des différentes combinaisons

tant chez P. ulvae TC14 que chez les deux autres souches. Les résultats sont

présentés dans le tableau 23 ci-dessous.

Tableau 23 : CEso des combinaisons sur le biofilm des souches apres 48h. Les
valeurs marquées d’astérisque sont significativement différentes (P<0,05) du témoin (cultures
de bactérie avec composé antifouling seul).

OB1 69,8+5,8 127,9+3,5 328,0+9,4
OB1+3-0x0-C8 138,7+9,8%** 172,8+6,4** 349,4+6,8
OB 1+farnesol 132,7+12,1%** 152,1+10,5 321,449,3

AS194 24,7438 48,7%5,0 26,9+4.5
AS19443-0x0-C8  232,2+]1,7%** 73,1£5,8% 53,6+2,0%**
AS194+Farnesol  59,89+7,23%** 59,4+11,2 47,1£11,2%%*

AS162 4,4+1,2 29,37+4,0 18,8+2,1
AS162+3-0x0-C8 20,143 4% 46,73+1,7** 53,241 4#%*
AS162+Farnesol 15,6+£3,8%%* 33,1+7,4 31,448, 7%
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5- Conclusion
Au regard de tout ce qui précede, la génération d’une réponse QS chez P. ulvae

TC14 a tendance a favoriser la diminution de I’effet antifouling des composés
chez cette bactérie. En effet les composés antifouling mis au point au laboratoire
MAPIEM ont connu une réduction de leur effet antifouling lorsqu’ils ont été
combinés aux modulateurs. Ces modulateurs de QS sont constitués d’une part par
les inhibiteurs de QS (3-0x0-C6 HSL et eugénol) et d’autres par des activateurs
de QS (3-0x0-C8 HSL et farnesol). Ces résultats se sont reproduits chez P.
lipolytica TC8 et Paracoccus sp. 4M6 (dont le systéme QS n’a pas été étudié),
qui sont des souches possédant une énorme capacité d’adhésion et de formation

de biofilm (Brian-Jaisson et al., 2014).

Dans la premiere partie de nos résultats, il s’agit des inhibiteurs de QS générant
une restitution de 1’adhésion et du biofilm. Or chez les bactéries a Gram négatif,
le QS est généralement I'une des fonctions clés de la formation de biofilm
(Donlan et Costerton, 2002). Ainsi, dans les travaux réalisés par Bocher et al.,
2018, les composés anti-QS tels que l'acide 3-hexylylquinoxaline-2 et le 3-
hexylylquinoxaline-2 ont contribué¢ fortement a I’inhibition de la formation de
biofilm chez Aeromonas caviae. L’inhibition du QS est donc un moyen pour
interrompre la formation de biofilm chez les bactéries a Gram négatif. Cela dit,
I’association d’un inhibiteur de QS et d’un compos¢ antifouling devrait réduire de
maniere synergique la formation du biofilm. D’ailleurs, au cours des travaux de
Kaur et al., 2016, des dérivés d’urées criblés en tant qu’inhibiteurs QS, mis en
association avec des composés naturels de type fluorure, ont réduit de maniere
synergique la formation de biofilm chez Streptococcus mutans, une bactérie gram
positif. Ces résultats sont différents de ceux retrouvés dans cette étude méme s’il
s’agit de souches bactériennes différentes. Ainsi, 1’inhibition du QS chez P. ulvae
TC14 semble ne pas étre un moyen favorable a la réduction du biofilm.
L hypothese qui pourrait tre émise dans ce sens est que la régulation du biofilm

serait assurée par plusieurs facteurs y compris le systeme AHL. Ceci pourrait créer
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un systeme de relais en cas d’inhibition de ce systeme QS. De sorte que le systeme
peptidique décrit dans le chapitre 3 de cette étude révélant la présence du gene
qseBC chez P. ulvae TC14 par exemple assure le relais en cas d’inhibition du
systeme QS basé sur les AHLs. Ce qui expliquerait la restitution du biofilm chez

P. ulvae TC14.

Pour ce qui concerne les activateurs du QS (farnesol et 3-oxo-C6HSL), cette
¢tude a montré qu’ils contribuent a la restitution de I’adhésion et du biofilm chez
P. ulvae TC14 et les autres souches. Ces résultats sont contraires a ceux de Dizova
et al., 2018 qui ont montré que le farnesol en association avec le fluconazole a
réduit considérablement le biofilm chez Candida albicans. Cependant, le Farnesol
avait €té décrit dans ce cas de figure comme étant plutot un inhibiteur QS et de
surcroit les résultats concluants n’ont été obtenus qu’a forte concentration de
celui-ci (200 uM). Concernant I’étude ici menée sur P. ulvae TC14, le Farnesol
et la 3-oxo-C8HSL ont été testés a une concentration relativement faible (50 uM)
et jugée optimale a I’activation du QS chez P. ulvae TC14. Néanmoins, une étude
menée par Nguyen et al., 2012 sur les molécules modulatrices de la formation de
biofilm chez L. monocytogenes a donné des résultats similaires a ceux obtenus
chez P. ulvae TC14 au cours de cette étude. En effet, ces auteurs ont révélé que
I’association de I’acide palmitique (un activateur QS) et de la L-carnitine (un
inhibiteur de biofilm) a montré un effet antagoniste sur la formation de biofilm
chez L. monocytogenes. En dépit de la différence culturale, physiologique et
génotypique entre P. ulvae TC14 et L. monocytogenes, le phénomene observé
chez les deux souches pourrait justifier un possible lien de dépendance entre

I’activation du QS et la restitution du biofilm bactérien.

La modulation du QS favorise I’adhésion et la formation de biofilm chez P.
ulvae TC14 et les autres souches bactériennes. En revanche, dans le but de
potentialiser I’effet antifouling des trois composés synthétisés au laboratoire

MAPIEM, il serait souhaitable de trouver d’autres cibles chez P. ulvae TC14 en
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dehors du systeme QS. Ainsi, dans le prochain chapitre (chapitre 5) de cette
¢tude, des stratégies d’amélioration de [Deffet antibiofilm des analogues
synthétiques ont ét€ mises en place chez P. ulvae TC14. Ces stratégies ont visé la

perméabilisation de la membrane bactérienne et I’inhibition des pompes d’efflux.
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Chapitre V :

Evaluation de deux voies de potentialisation de
P’effet antifouling des analogues synthétisés
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1- Introduction
Ce chapitre a pour but la mise au point des stratégies de renforcement de 1’effet

antifouling des trois analogues synthétiques précédemment décrits. Pour cela, il a
semblé nécessaire d’avoir recourt a des molécules organiques ayant des cibles
autres que le quorum sensing. Les molécules qui ont servi dans cette étude a
potentialiser I’effet antifouling des composés AS162, AS194 et OB1 ont été
décrites pour étre des adjuvants dans les travaux d’Aurelien Stutzmann, 2017.
Selon cet auteur, les adjuvants se présentent comme des composés ne possédant
généralement pas d’activité antibactérienne intrinseque. Cependant, ceux-ci

permettent & un autre composé d’avoir une meilleure action sur sa cible.

Les adjuvants utilisés au cours de cette étude se subdivisent en deux groupes
selon leurs spécificités d’action. Ainsi, une premicre classe d’adjuvant susceptible
de perméabiliser la membrane bactérienne a été utilisée. Celle-ci est constituée de
Polymyxin B nanopeptide hydrochloride (PMBN), Phenylalanine-Arginine Beta-
Naphthylamide (PABN) et Carbonyl cyanide mchlorophenylhydrazone (CCCP).
Ces molécules ont donné des résultats concluants en association avec plusieurs
antibiotiques (Hancock et Wong, 1984). En dehors de la barriere membranaire,
I’un des modes de resistance bactérienne consiste en I’extrusion de substances
nocives a la bactérie au travers des canaux situés sur la membrane. Ces canaux
sont appelés pompes d’efflux (Blanco et al., 2016). Ainsi, la seconde classe
d’adjuvant étudiée dans cette étude a pour réle d’inhiber I’activité de ces pompes.
Cette classe est constituée de six molécules de type coumarine. L’association de
ces adjuvants aux analogues synthétiques (OB1, AS194 et AS162) a semblé
nécessaire en vue d’obtenir une potentialisation de I’effet antiadhésif et anti-
biofilm chez P. ulvae TC14. Les résultats ont effectivement montré que ces
adjuvants contrairement aux modulateurs de QS testés dans le chapitre précédent,

ont plutot augmenté I’effet antifouling des composés.

Thése de GOZOUA Emmanuel 2015-2018 184



2- Potentialisation de I’effet antifouling des analogues synthétiques par les
perméabilisants membranaires
2-1 Fonctions et représentations schématiques des perméabilisants

utilisés dans cette étude

La représentation schématique des trois molécules revele des variations au plan
structural, mais un rapprochement fonctionnel. Ainsi, le Polymyxin B
nonapeptide hydrochloride (PMBN) (Schéma 7) est un peptide cyclique
cationique dérivé par transformation enzymatique du peptide naturel polymyxine
B. Celui-ci est capable d’augmenter la perméabilité de la membrane externe des
bactéries a Gram négatif aux antibiotiques hydrophobes, probablement en se liant
au lipopolysaccharide (LPS) bactérien (Tsubery et al., 2000). Phenylalanine-
Arginine Beta-Naphthylamide (PAGBN) (Schéma 8) a parfois été classé parmi les
inhibiteurs des pompes d’efflux chez des Gram négatifs. Cependant, dans cette
¢tude il a été considéré comme un perméabilisant. En effet, les études menées par
Lamers et collaborateurs en 2013 ont montré que le PABN est capable de réduire
considérablement la CMI de I’antibiotique B lactamine chez P aeruginosa. Enfin,
le carbonylcyanure m-chlorophénylhydrazone (CCCP) représenté¢ dans le
Schéma 9 est une hydrazone liée a deux nitriles et a un noyau chlorobenzene. En
association avec la réserpine celui-ci a montré une activité de perméabilisation
membranaire chez Acinetobacter baumannii meme s’il a également montré une
activité inhibitrice sur les pompes d’efflux dans chez un gand nombre de bactéries

a Gram négatif (Shi et al., 2005).
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Shema 9: Carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP)
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2-.2 Etude de la toxicité des perméabilisants membranaires seuls chez P.
ulvae TC14 et les autres souches

La toxicité des trois adjuvants a été déterminée chez P. ulvae TC14 et les deux
autres souches marines notamment P. lipolytica TC8 et Paracoccus sp. 4M6 en
microplaques transparentes. La resazurine a ét€ utilisée pour le marquage des
cellules vivantes (bleu) et des cellules morte (rouge). Ces molécules n’ont pas
montré d’effet toxique chez les différentes souches a 24h. Apres 48h le PMBN et
le PABN ont plutét montré des effets toxiques a partir de 20 uM et CCCP a partir
de 7 uM. Ainsi, les concentrations de perméabilisants retenues pour les tests de
combinaison avec les analogues synthétiques sont de 10 uM pour PMBN et PABN
et de 5 uM pour CCCP. Celles-ci n’ont pas montré de toxicité significative chez
P. ulvae TC14 ni chez les autres bactéries apres 48h. Ces résultats sont résumés

dans la figure 50 ci-dessous.

Btemoin EPMBN (10uM)  CPARN(10pM)  [1CCCP(5uM)

100

% Viabilité cellulaire
(0]
o

TCi14

Figure 50 Evaluation de la toxicité des perméabilisants chez les trois souches

apres 48h. Trois essais ont été réalisés en microplaques transparentes 96 puits. 10% de

Resazurine ont servi au marquage des cellules et la lecture a été faite au TECAN a 570 nm. Les
résultats ont été ramenés en pourcentage. Les tests statistiques a p<0.05 n’ont révélé aucune

différence significative.
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2-3 Potentialisation de I’effet antifouling des analogues synthétiques

Les permeabilisants, comme précédemment décrits ont permis dans plusieurs
expériences de relever I’effet antibactérien des antibiotiques. Ceci est possible
graice a la perméabilisation de la membrane bactérienne permettant
I’augmentation du taux de composés antibactériens a I'intérieur des cellules
bactériennes. Dans cette étude, AS162, AS194 et OB1 ont été testés en association
avec les perméabilisants. Les résultats ont effectivement montré un effet
synergique sur ’adhésion et la formation de biofilm chez P. ulvae TC14 et les

deux autres souches.

2-3.1 Effet de la combinaison des analogues et des perméabilisants sur
I’adhésion des bactéries

Les différentes concentrations de perméabilisants précédemment testées et
n’ayant pas d’effet toxique significatif sur les souches ont €té retenues pour les
tests de combinaison. Les résultats présentés sur la figure 51 ci-dessous, ont
montré que I’effet anti-adhésion des composés a augmenté de maniere
significative. Cette augmentation suit un ordre décroissant en partant d’OB1
(figure STIABC), le composé ayant le plus faible effet individuel, a AS194 (figure
SIDEF) et AS162 (figure S1GHI) qui ont les effets les plus élevés. Le
renforcement de I’effet se trouve étre plus élevé chez P. ulvae TC14 (figure 51A)
que chez P. Iypolitica TC8 (figure 51B) et Paracoccus sp. 4M6 (figure 51C).
Pour ce qui concerne AS194 (figure SI1DEF) il n’y a visiblement pas de
différence entre les trois souches dans I’augmentation d’effet anti-adhésion. Pour
AS162 ayant un effet antiadhésif individuel tres marqué des le départ sur P. ulvae
TC14 (figure 51G), I’effet synergique n’est pas marqué avec les perméabilisants
chez P. ulvae TC14 sauf avec le CCCP a 25 et 50 uM. Chez P. lypolitica TC8
(figure S1H) et 4M6 (figure 51I) les effets synergiques sont plus visibles et cela

semble étre li¢ a I’effet antiadhésif d’AS162 seul qui se trouve étre faible chez ces
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deux bactéries par rapport a I’effet antiadhésif chez P. ulvae TC14. Ces résultats

sont présentés sur la figure 51 ci-dessous.
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Figure 51 : Effet de la combinaison des analogues synthétisés avec les
perméabilisants sur ’adhésion chez TC14, TCS8 et 4M6. Les essais ont été réalisés
trois fois en réplicats en microplaques noires 96 puits. Les essais marqués de lettres sont

significativement différents (P<0,05) du témoin (cultures de bactérie sans perméabilisants). Les
nombres d’astérisque (*), (**) et (***) ont été respectivement désignés par les lettres a, b et c.
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2-3.2 Mise en évidence de la potentialisation de I’effet d’anti-adhésion
par la détermination des CEso de I’effet d’anti-adhésion des combinaisons et
les pourcentages de réduction des CEs.

L’effet synergique des composés et des perméabilisants s’est révélé tant avec
les graphes de la figure 51 que la diminution des CEso déterminée et mentionnée
dans le tableau 24 ci-dessous. Il ressort de ces résultats que ’effet des composés
a été renforcé significativement par la présence des perméabilisants. Cette
augmentation s’exprime par des taux de réduction des CEsp qui sont variables d’un
analogue a ’autre. Chez P. ulvae TC14 il est clair que OBI1 a le taux de réduction
le plus €levé (entre 90% et 95%). Par contre, AS162 a le taux le plus faible et de
surcroit connait plutot une réduction d’effet en association avec PMBN (-54,6%)
et PABN (-60,2%) chez P. ulvae TC14. Chez les autres souches (TC8 et 4M6) le
taux de réduction suit le méme ordre de grandeur c’est-a-dire décroissant en
partant d’OB1, AS194 a AS162. Cependant chez Paracoccus sp. 4M6, les valeurs
restent sensiblement proches pour les combinaisons avec AS162 et AS194. Ces

résultats ont été€ résumés dans le tableau 24 ci-dessous.
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Tableau 24 : Détermination des CEsy des combinaisons sur 1’adhésion des

souches et leur taux de réduction. Le taux de réduction a été calculé par la formule :

[100- (CEso combinaison/CEso composé naturel seul)] X 100]. Les valeurs affectées du signe

(-) correspondent a une reduction de I’effet d’AS162.

OBI 75,39+5,4
OB1+PMBN (10uM) 5,68+1,5° 92,5
OB1+PABN (10uM) 7,32+0,9° 90,3
OB1+CCCP (5uM) 3,6+1,0° 95,2

AS194 38,27+4,7
AS194+PMBN (10uM) 7,077+1,5¢ 81,5
TC14 AS194+PABN (10uM) 15,63+2,8" 59,2
AS194+CCCP (5uM) 9,94+1,8" 74,0

AS162 4,3£1,1

AS162+PMBN (10uM) 6,646+1,5" -54,6
AS162+PABN (10uM) 6,887+1,0" -60,2
AS162+CCCP (5uM) 2,038+0,8" 52,6

OBI 216,9+6,8
OB1+PMBN (10uM) 37,96+3,7¢ 82,5
OB1+PABN (10uM) 34,32+4,1° 84,2
OB1+CCCP (5uM) 18,03+2,7° 91,7

AS194 75,54+4,1
TC8 AS194+PMBN (10uM) 30,28+3,1° 59.9
AS194+PABN (10pM) 21,54+1,8" 71,5
AS194+CCCP (5uM) 15,77+2,9° 79,1

AS162 2321424
AS162+PMBN (10pM) 11,23+0,9" 51,6
AS162+PABN (10uM) 13,85+0,9° 40,3
AS162+CCCP (5uM) 11,42+2,1° 50,8

OBI 114,7+3,8
OB1+PMBN (10uM) 38,37+1,9° 66,5
OB1+PABN (10uM) 36,59+3,3" 68,1
OB1+CCCP (5uM) 72,94+2,8 36,4

4M6 AS194 174,5+7,6
AS194+PMBN (10uM) 122,7+4,9 29,7
AS194+PABN (10uM) 103,2+2,1° 40,9
AS194+CCCP (5uM) 84,49+7,9 51,6

AS162 8,030+0,9
AS162+PMBN (10uM) 3,910+0,9" 51,3
AS162+PABN (10pM) 5,752+1,9 28,4
AS162+CCCP (5uM) 5,606+1,0 30,2

NB: a=(%);b=(*%);c=(**%)
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2-3.3 Effet des combinaisons sur la formation de biofilm chez les trois
souches

Les mémes combinaisons testées ci-dessus ont été €également appliquées sur la
formation de biofilm chez P. ulvae TC14 et les autres souches pendant 48 heures.
Les résultats (figure 52) ont montré une potentialisation de I’effet des analogues
sur la formation de biofilm. Il est a noter que le taux d’augmentation de I’effet
anti-biofilm des analogues semble étre moins élevé par rapport au taux
d’augmentation de I’effet d’anti-adhésion précédemment décrit sur la figure 52.
Ainsi, les associations de PMBN et PABN avec d’une part OB1 (figure 52A, 52B
et 52C) et AS194 (figure 52D, 52E et 52C) d’autre part une faible augumentation
de I’effet des ces deux analogues. Toutefois, chez P. ulvae TC14, les effets des
combinaisons de CCCP avec ’OBI1 (figure 52A) et avec ’AS194 (figure 52D)
sont restés tres marqués. Chez Paracoccus sp. 4M6 et P. lipolityca TCS, les effets
des combinaisons contenant CCCP et OBl ou AS194 sont restés
approximativement égaux aux effets des combinaisons contenant les autres
perméabilisant (PMBN et PABN). Cependant, le mélange de AS162 aux
perméabilisants (figure S2E, 52F, 52G) n’a montré de potentialisation chez P.
ulvae TC14 qu’a 25 uM d’AS162. Au-dela de 25 uM, il n’y a pas de synergisme.
De surcroit, pour des concentrations d’AS162 élevées (100 a 200 uM) il y a plutot
la mise en place d’un effet antagoniste (figure 52E). Chez les autres souches
également, P. lipolytica TCS8 (figure 52F) et Paracoccus sp. 4M6 (figure 52G),
il n’y a eu un effet potentialisateur qu’a faibles concentrations d’AS162 (10, 20 et

50 uM). Ces résultats sont présentés sur la figure 52 ci-dessous.
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Figure 52 : Effet de la combinaison des analogues et des perméabilisants sur
la formation de biofilm chez TC14, TCS8 et 4M6. Les essais ont été réalisés trois fois
en réplicats en microplaques transparentes 96 puits. Les essais marqués de lettres sont
significativement différents (P<0,05) du témoin (cultures de bactérie sans perméabilisants). Les
nombres d’astérisque (*), (**) et (***) ont été respectivement désignés par les lettres a, b et c.
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2-3.4 Détermination des CEs) des combinaisons d’analogues avec les
perméabilisants sur la formation de biofilm chez les souches et le
pourcentage de réduction de ces CEs

Les CEsodes combinaisons sur le biofilm apres 48h ont montré que 1’association
des deux types de composés (analogues synthétiques et les perméabilisant)
renforce ’effet anti-biofilm des composés naturels. Cependant, chez P. ulvae
TC14 il a ét€ observé un effet antagoniste qui se reflete par une augmentation des
CEsp des combinaisons comprenant I’AS194 d’une part et I’AS162 d’autre part
avec PMBN et PABN. Par contre, les combinaisons avec CCCP ont montré un
effet synergique plus marqué chez P. ulvae TC14. Chez P. lipolytica TC8 et
Paracoccus sp. 4M6, la réduction des CEspdes analogues synthétiques lorsqu’ils
ont été testés en combinaison avec les perméabilisants est resté marquée surtout
avec AS194. Chez ces deux bactéries aucune combinaison n’a révélé une
augmentation des CEsg. Ainsi les pourcentages de réduction des CEsg calculés
n’ont montré des cas d’augmentation que chez P. ulvae TC14 et ce avec la
combinaison d’AS194 et AS162 avec PMBN et PABN. Ces pourcentages
d’augmentation de CEsy sont restés néanmoins peu marqués. Ces résultats sont

présentés dans le tableau 25 ci-dessous.
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Tableau 25 : Détermination des CEso des combinaisons sur la formation de

biofilm des souches et leur taux de réduction. Les valeurs affectées du signe (-)

correspondent plutdt a un effet antagoniste.

OBI 69,8+5.9
OB1+PMBN (10pM) 57,1832 183
OB1+PABN (10uM) 40,243,0° 04
OB1+CCCP (5uM) 15,11.9° 773

AS194 24,8439
TC14 AS194+PMBN 30,1228 216
(10uM)
AS194+PABN (10uM) 32,5440 312
AS194+CCCP (5uM) 6,840.8° 72.5
AS162 4,4+13
AS162+PMBN 47510 72
(10uM)
AS162+PABN (10uM) 49420 118
AS162+CCCP (5uM) 3,1%1.7 30.9
OB1 127,943.6
OB1+PMBN (10pM) 89,757 29.9
OBI1+PABN (10uM) 73,144 1° 023
OB1+CCCP (5uM) 97,1335 241
AS194 48,8+5.0
TCS AS194+PMBN 17,743.9° 63.7
(10uM)
AS194+PABN (10uM) 15,120,9° 683
AS194+CCCP (5uM) 14,55 1.4° 70.3
AS162 29.4+4.0
AS162+PMBN 20,6124 20.9
(10uM)
AS162+PABN (10uM) 152413 48.4
AS162+CCCP (5uM) 14,5:2,1° 50.7
OB1 328,055
OB1+PMBN (10uM) 178,322,7° 45.6
OBI1+PABN (10uM) 150,245,5" 542
OB1+CCCP (5uM) 113,226,9° 65,5
4M6 AS194 26,9+4.6
AS194+PMBN 11,321 ,2° 58.1
(10uM)
AS194+PABN (10uM) 10,220.8° 621
AS194+CCCP (5uM) 11,723,7° 56,4
AS162 18,842.1
AS162+PMBN 10,5+2,0a 442
(10uM)
AS162+PABN (10uM) 9,3+1,8° 50,7
AS162+CCCP (5uM) 8,0£1,8° 56,7
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3- Potentialisation de I’effet d’anti -adhésion des analogues par
approche combinatoire avec les inhibiteurs des pompes d’efflux (EP)
L’un des moyens de défense des bactéries est I’exportation active des substances

antimicrobiennes. Cette exportation se fait au moyen de complexes protéiques
appelés pompe d’efflux (EP). Ces EP ont été largement décrites dans le chapitre
1 de cette these. Ainsi, chez les souches étudiées dans ce travail de recherche
(TC14, TCS8 et 4M6) I'un des facteurs limitant la réduction de I’adhésion et du
taux de biofilm par les analogues synthétiques, pourrait etre ce mécanisme de
défense. En clair, le rejet d’une proportion de composés par les cellules
bactériennes au moyen des EP, pourrait limiter leur effet étant donné qu’il existe
un effet-dose chez ces trois composés (OB1, AS194 et AS162). L’une des
stratégies de renforcement de I’effet de ces composés naturels antifouling a été de
les combiner aux molécules de type coumarine. Ces molécules sans toutefois
montrer d’effet toxique, sont connues pour avoir un effet inhibiteur sur les EP
d’un grand nombre de bactéries Gram négatifs. Pour cela elles ont été utilisées
comme adjuvants de certains antibiotiques afin d’en augmenter I’activité
antimicrobienne. En revanche, la combinaison des analogues synthétiques avec
les coumarines a donné un effet synergique sur 1’adhésion et la formation de

biofilm chez les souches bactériennes.

3-1 Présentation et structures des coumarines testées dans cette étude
Les coumarines retenues pour cette étude sont au nombre de trois : VL15,
VL18 et VL19. Les différentes structures sont présentées sur les schémas 10, 11

et 12 ci-dessous.
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Schéma 10 : structure VL2
Schéma 11 : structure VL17
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Schéma 12 : structure VL19

3-2 Evaluation de la toxicité des coumarines

Une concentration de 50 uM de chaque coumarine a été testée sur la viabilité
des différentes souches pendant 48h (Figure 53). Les résultats n’ont montré
aucune toxicité significative sur les différentes bactéries.

ETémoin EVL2 B@AVL17 EVL19

100

}
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11
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Figure 53 Evaluation de la toxicité des coumarines chez les trois souches

apres 48h. Trois essais ont été réalisés en microplaques transparentes 96 puits. 10% de
Resazurine ont servi au marquage des cellules et la lecture a été faite au TECAN a 570 nm. Les
résultats ont été ramenés en pourcentage. Les tests statistiques a p<0.05 n’ont révélé aucune

différence significative.
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3-3 Potentialisation de ’effet d’anti-adhésion des analogues par leurs
combinaisons avec les coumarines

Les coumarines auparavant testées seules n’ont pas montré d’effet significatif
sur I’adhésion et la formation de biofilm tout comme les perméabilisants seuls
(résultats non reportés dans cette étude). Cependant, des tests de combinaison des
coumarines et des analogues ont été réalisés sur ’adhésion des souches. Ces tests
ont montré que le renforcement de I’effet des analogues par les coumarines
(considérées comme étant des inhibiteurs de pompes d’efflux) a ét€ moins marqué

par rapport au cas des perméabilisants.

Ainsi, Ieffet synergique a été faiblement observé au niveau d’OBI1 chez les trois
souches (figure S4ABC) et de surcroit chez Paracoccus sp. 4M6 (figure 54C), il
n’a été observé de différence significative. Par contre, au niveau d’AS194, I’effet
synergique a été plus marqué chez P. lypolitica TC8 et Paracoccus sp. 4M6. Chez
P. ulvae TCl14 (figure 54D), une augmentation d’effet d’AS194 par les
coumarines n’a été observée que dans les cas de VL17 et de VL18. En ce qui
concerne I’AS162 (figure S4GHI), le synergisme a été plus observé chez P.
lypolitica TCS8 (figure 54H). Chez P. ulvae TC14 et Paracoccus sp. 4M6 il n’a
pu étre noté que de faibles augmentations de 1’effet de I’AS162. Ces résultats sont

présentés dans la figure 54 ci-dessous.
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Figure 54 : Effet de la combinaison des analogues et des coumarines sur

I’adhésion chez TC14, TC8 et 4M6. Les essais ont été réalisés trois fois en réplicats en
microplaques noires 96 puits. Les essais marqués de lettres sont significativement différents

(P<0,05) du témoin (cultures de bactérie sans coumarines).
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3-4 Détermination de la CEso de I’effet d’anti-adhésion des combinaisons
des trois analogues avec les coumarines et les taux de réduction des
CEso

Parallelement a la faible augmentation de I’effet antidhésion des analogues par
les coumarines, il a pu étre observé de faible diminution des CEso des
combinaisons par rapport a ceux des analogues seuls. Cependant, il n’a pas été
observé de cas d’augmentation de CEsy dans le cas de la combinaison avec les
coumarines. Toutefois, 1l est a noter un ordre décroissant de diminution de CEs
en partant d’OB1 (effet faible), AS194 (effet moyen) a AS162 (effet fort) chez P.
ulvae TC14. Cet ordre n’est pas respecté chez les autres souches (TC8 et 4M6).
Ainsi, la CEso d’OB1 seul connait une réduction en combinaison qui tend de
31,7% a 65,3%. Quant a AS194 et AS162 les réductions tendent respectivement
de 16,9% a 43,6% et de 11,6% a 30,2. De ces trois coumarines ici testées, VL2
semble produire un effet synergique plus important sur les trois composés naturels
chez les différentes souches, sauf la combinaison OB1+VL2 (9% de réduction)
dont I’effet reste moins marqué que celui d’OB1+VL17 (26,2% de réduction) et
OB1+VL19 (30,4% de réduction). Ces résultats sont énumérés dans le tableau 26

ci-dessous.
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Tableau 26 : Détermination des CEso des combinaisons sur 1’adhésion des

souches et leur taux de réduction.

OBI 75,4+5,4
OB1+VL2 (50uM) 26,2+1,9° 65,3
OB1+VL17 (50uM) 44,243 3° 41,4
OB1+VL19 (50uM) 51,549,6° 31,7
AS194 38,27+4,7
AS194+VL2 (50uM) 21,623,0° 43,6
TC14 AS194+VL17 (50uM) 23,743,1° 38,1
AS194+VL19 (50uM) 31,8%3,5 16,9
AS162 43+1,1
AS162+VL2 (50uM) 3,0£1,5 30,2
AS162+VL17 (50uM) 3,70,9 14,0
AS162+VL19 (50uM) 3,81,0 11,6
OBI 216,946,8
OB1+VL2 (50uM) 109,5+2,9° 49,5
OB1+VL17 (50uM) 131,2%4,1° 39,5
OB1+VL19 (50uM) 122+6,5° 43,8
AS194 75,5441
TC8 AS194+VL2 (50uM) 26,542,5° 64,9
AS194+VL17 (50uM) 36,842,5° 51,3
AS194+VL19 (50uM) 24,3425 67.8
AS162 23,2424
AS162+VL2 (50uM) 7,8+1,9° 66,4
AS162+VL17 (50uM) 10,9+1,4° 53,0
AS162+VL19 (50uM) 12,743,9° 452
OBI 114,7+3,8
OB1+VL2 (50uM) 104,4%1,9 9,0
OB1+VL17 (50uM) 84,6+1,9" 26,2
OB1+VL19 (50uM) 79,842,9° 30,4
4M6 AS194 1745476
AS194+VL2 (50uM) 41,342,5° 76,3
AS194+VL17 (50uM) 52,243,9° 70,1
AS194+VL19 (50uM) 37,2+1,2° 78,7
AS162 8,0£0,9
AS162+VL2 (50uM) 5,2%0,8" 35,0
AS162+VL17 (50uM) 6,720,9 16,25
AS162+VL19 (50uM) 6,0+2,1 25,0
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3-5 Effet des combinaisons avec les coumarines sur la formation de
biofilm chez les trois souches

Les résultats présentés sur la figure 55 ci-dessous ont montré un effet
synergique tres marqué des combinaisons sur la formation de biofilm chez P.
ulvae TC14 (figure S5ADG) et P. lipolytica TC8 (figure SSBEH). Chez
Paracoccus sp. 4M6 (figure S5CFI) I’effet synergique des combinaisons est resté
moins marqué sur la formation de biofilm méme s’il y a un effet significatif avec
OBI1 a concentrations élevées (figure 55C). Par contre, la combinaison AS162 et
coumarines (figure S55I) a relevé un effet synergique marqué a faible
concentration de AS162 (10 et 25 uM). A partir de 50 uM d’AS162, il n’y a pas
eu d’effet synergique sur la formation de biofilm chez 4M6. Et mieux I’effet
d’AS162 a tendance a rechuter en présence de coumarine. Ceci s’est d’ailleurs
reproduit tant chez P. lipolytica TCS8 (figure S5H) que chez P. ulvae TC14 (figure
55G). Pour ce qui concerne OB1 et AS194, I’effet synergique des combinaisons
a été plus marqué chez P. ulvae TC14. En plus, avec OB1 il est a noter la présence
d’un effet dose chez P. ulvae TC14 (figure 55A) et chez TCS8 (figure 55B). Cet
effet dose est également visible chez P. ulvae TCl14 avec AS194 aux
concentrations allant de 10 a 50 uM, surtout en présence de VL19 (figure 55D)
mais au-dela de cette gamme de concentration I’effet dose n’est pas réellement

ressenti.
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Figure 55 : Effet sur la formation de biofilm chez TC14, TC8 et 4M6. Les essais

ont été réalisés trois fois en réplicats en microplaques transparentes 96 puits. Les essais marqués
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de lettres sont significativement différents (P<0,05) du témoin (cultures de bactérie avec
analogue seul).

3-6 Calcul des CEs les sur la formation de biofilm des souches

Au regard de la variation des CEsg, I’effet synergique des combinaisons a été
trés marqué tant avec OB1 qu’avec AS194 sur la formation de biofilm chez P.
ulvae TC14. Ainsi, ces deux composés ont révélé en combinaison une diminution
significative de leur CEso de départ chez P. ulvae TC14. Cette diminution de CEs
est marquée par des taux de réduction allant de 69,2% a 75,3% pour OB1 et de
65,4% a 77% pour AS194 (tableau 27). Les combinaisons avec AS162 ont révélé
une réduction de CEsg relativement faible chez P. ulvae TCI14. Pour ce qui
concerne P. lipolytica TC8 et Paracoccus sp. 4M6, I’effet synergique s’est avéré
tres significatif a travers les CEso d’OB1 qui ont connu une forte réduction chez
les deux bactéries (au-dela de 54%). Cet effet synergique s’est ressenti sur AS162
chez P. lipolytica TC8 dont la réduction de CEsy s’est étendu a plus de 54%
¢galement en présence de chacune des coumarines. Chez Paracoccus sp. 4M6, les
CEso correspondant aux combinaisons comprenant AS194 ont révélé un
synergisme moins marqué par rapport a celle contenant OB1 et AS162. Ces

résultats sont résumés dans le tableau 27 ci-dessous.
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Tableau 27 : Détermination des CEsy des combinaisons sur le biofilm des

souches et leur taux de réduction.

OBl 69,855,
OB1+VL2 (50uM) 21,543 1° 69,2
OB1+VL17 (50uM) 17,524,0° 75,0
OB1+VL19 (50uM) 17,343,5° 75.3

AS194 24,8+39
TCl14 AS194+VL2 (50uM) 5,720.8° 77.0
AS194+VL17 (50uM) 7,521,9° 69,8
AS194+VL19 (50uM) 8,5945,7° 65,4

AS162 4413

AS162+VL2 (50uM) 24%1,1° 455
AS162+VL17 (30uM) 27%1,0° 38,6
AS162+VL19 (30uM) 3,6£0,8 182

OBI 127,043.6
OB1+VL2 (50uM) 47122.9° 6322
OB1+ VL17 (50uM) 48,542,7° 62,1
OB1+ VL19 (50uM) 50,943, 1° 60,2

AS194 48,8+5.,0
TC8 AS194+ VL2 (50uM) 24,0£2,0° 50.6
AS194+ VL17 (S0uM) 13,842,5° 717
AS194+ VL19 (S0uM) 25440 4° 48,0

AS162 2937440
AS162+ VL2 (50uM) 9.422,1° 63.0
AS162+ VL17 (S0uM) 10,421.0° 64,6
AS162+ VL19 (S0uM) 134%1,5° 54.4

OBI 328,0£9.5
OB1+ VL2 (50uM) 140,64 §° 57.1
OB1+ VL17 (50uM) 134,347,0° 59,1
OB1+ VL19 (S0uM) 172,946,9° 473

4M6 AS194 26,91+4.6
AS194+ VL2 (50uM) 13,620,9° 494
AS194+ VL17 (S0uM) 17,842.,0° 33.8
AS194+ VL19 (S0uM) 20,541,9° 238

AS162 18,842,1
AS162+ VL2 (50uM) 6.4=1,9° 66,0
AS162+ VL17 (10uM) __ 9.181=1,1998° 51,01
AS162+ VL19 (5uM)  10,34%1,77115° 457
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4- Conclusion
Ce chapitre a permis d’évaluer la potentialisation de I’effet antiadhésif et

antibiofilm des analogues synthétiques par deux types d’adjuvants: les
perméabilisants et les coumarines. Les résultats ont montré que la combinaison
avec les adjuvants induisant une augmentation d’effet antifouling de ces
analogues sans modifier leur niveau de toxicité. En effet, la perméabilisation
membranaire constitue une méthode efficace de renforcement de I’effet de
nombreux composés antimicrobiens tels les antibiotiques (Tsubery et al., 2000).
Une augmentation de la perméabilit€é membranaire chez P. ulvae TC14 et les
autres souches renforce ainsi le taux d’analogues a I’intérieur des cellules
bactériennes et donc augmente 1’effet antiadhésif et/ou 1’effet anti-biofilm chez
les bactéries étudiées. Par ailleurs, 1’un des mécanismes de défense reconnu chez
les bactéries Gram négatif est I’extrusion de substances nocives telles que les
métaux lourds, les toxines et autres agents antimicrobiens depuis le periplasme
vers I’extérieur de la cellule (Muylaert et Mainil, 2012). Ainsi, I’inhibition de
ces pompes d’efflux chez P. ulvae TC14, P. lipolytica TC8 et Paracoccus sp. 4M6
par les coumarines préalablement reconnus dans ce domaine, augmente 1’effet

antifouling des analogues.

Toutefois, selon différents paramétres liés tant a I’effet individuel des composés
qu’aux éventuelles cibles visées par les adjuvants, il a été noté une large variation
dans ce rapport de synergisme. Ainsi, les résultats ont montré que plus I’effet
individuel des analogues est élevé, moins I’ effet synergique de la combinaison est
marqué. En effet, le taux moyen de réduction de la CEsy d’anti-adhésion et
d’antibiofilm en combinaison d’OB1 est plus ¢levé que celui d’AS194 et
d’AS162. Lorsque I’analogue a un effet initial trés élevé, son mélange avec un
adjuvant n’induit pas d’effet synergique marqué car il y a une saturation.
D’ailleurs quelques effets antagonistes ont ét€¢ observés lors de la combinaison
d’AS162 et AS194 chez P. ulvae TC14. Cet antagonisme pourrait €tre di a une

compétition entre les deux types de composés.
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Par ailleurs, les combinaisons d’analogues et perméabilisants ont montré un
effet anti-adhésion supérieur aux combinaisons avec les coumarines. En effet,
I’action des perméabilisants consistant a inhiber la barriére de protection des
bactéries, permet de rehausser la concentration intracellulaire de composés
antifouling. En tenant compte de la propriété effet dose des composés il semble
logique que D’effet antifouling soit plus marqué chez les bactéries comme
I’indique les résultats. Pour ce qui concerne les coumarines, celles-ci n’empéchent
que D’extrusion des composés déja présents a D’intérieur de la cellule. La
concentration intracellulaire de la molécule est dépendante du blocage de la
pompe et non de la modification du flux entrant. Ainsi la perméabilisation de la
membrane semble étre plus intéressante pour ce qui concerne la potentialisation

de I’effet des composés antifouling.

En conclusion, les perméabilisants et les coumarines testés dans cette étude se
sont présentés comme des adjuvants intéressants pour le renforcement de I’effet

antifouling des analogues synthétiques.
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Conclusion générale et perspectives
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1- Conclusion générale
La mise en place de stratégies antifouling respectueuses de 1’environnement

reste de nos jours un enjeu majeur dans le secteur marin. Pour cela, plusieurs
méthodes de lutte antifouling ont été adoptées depuis quelques années. Celles-ci
prennent principalement en compte deux types de parametres notamment le
support de développement bactérien et les parametres intrinseques liés aux
microorganismes, leur permettant de s’organiser en biofilm. Ainsi, plusieurs
stratégies liées a la modification du support bactérien consistent a la mise en place
de revétement antifouling offrant un environnement hostile au développement de
biofilms. Pour ce qui concerne les parametres intrinseques li€s aux
microorganismes, I’une des méthodes les plus efficaces consiste a I’interférence

avec le systeme de communication des bactéries appelé quorum sensing (QS).

Le QS repose sur des petites molécules diffusibles d’une bactérie a une autre.
L’ensemble de ces molécules forment 1’auto-induction. Chez les bactéries a Gram
négatifs il s’agit dans la plupart des cas de N-acyl homosérine lactones (AHLs).
Ces AHLs ont été mis en évidence au cours des travaux d’Ayé et al., 2015 chez
I’une des nombreuses souches marines isolées de la Rade de Toulon. Il s’agit de
Pseudoalteromonas ulvae TC14. La particularité de cette bactérie est sa capacité
a former un biofilm et a produire un pigment pourpre appelé violacéine. Ainsi, la
production de violacéine chez P. ulvae TC14 a été décrite par Ayé et al., comme
un phénomene dépendant de I’incorporation d’ AHLs exogenes par la bactérie et
de la régulation de ceux-ci grace a un récepteur spécifique LuxR. La vérification
des hypotheses émises par ces auteurs sur I’absence de synthase LuxI et aussi
I’absence du systeme Al-2 (LuxS/LuxP/LuxQ) a été I’un des objectifs spécifiques
de cette étude. Ensuite, la mise en évidence de I'interférence du QS avec la
formation de biofilm a permis d’expliquer le role de la régulation des AHLs par
la bactérie dans I’adhésion et la formation de biofilm. Au-dela du lien entre le QS

et la formation de biofilm, d’autres stratégies telles que la permeéabilisation
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membranaire et I’inhibition des pompes d’efflux ont €té associ€es afin de faire de

P. ulvae TC14 un outil de criblage des composés antifouling.

La premiere partie de cette étude a porté sur I’indentification du systeme QS
chez P. ulvae TC14. Ainsi le séquencage complet du génome a montré la présence
de huit séquences luxR. Cependant, ces séquences ne possedent pas les sites
caractéristiques de liaison aux AHLs selon les analynes génomiques effectuées.
Aussi, I’analyse par qRT-PCR a montré le niveau d’expression de séquences.
Cependant aucune de ces séquences n’a pu etre décrit comme étant un [uxR
candidat. L’absence de luxI constatée chez P. ulvae TC14 a I’issue de I’analyse
génomique confirme 1’hypothese qui soutient que cette bactérie ne produirait pas
d’AHLs mais utilise les AHLs exogenes afin de réguler le QS. Mieux, ces [uxR
ainsi identifiés chez P. ulvae TC14 ont ét€ considérées dans cette étude comme
¢tant des séquences solos. Ce type de récepteur a d’ailleurs été décrit dans
plusieurs études, pour avoir des roles divers dans la communication inter-especes
bactériennes et inter-domaines (Subramoni et Venturi 2009). En plus, ’absence
des genes spécifiques au systeme AI-2 notamment [uxS/luxPQ renforce
I’hypothése soutenant que la régulation du QS repose principalement sur la
réponse de P. ulvae TC14 aux AHLs exogenes. Par ailleurs, la régulation de la
production de violacéine par les AHLs pourrait étre confirmée par 1’expression
simultanée des genes de violacéine et la plupart des séquences [uxR autour de 10
heures. Aussi, d’autres génes en dehors de [uxR, participant a la formation du
biofilm ont été identifiés chez P. ulvae TC14. 11 s’ agit entre autre des génes csgD,
dgc, tda et la double composante peptidique QSeBC. Etant donné que ces genes
sont reconnus dans la littérature comme facteurs directs ou indirects du
développement de biofilm bactérien, ceux-ci pourraient constituer chez P. ulvae
TC14 une voie alternative de communication aboutissant a la formation de

biofilm. L’identification du systeme QS chez P. ulvae TC14 a donc permis d’avoir
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une idée des différentes composantes de ce systeme et une visibilité plus claire

sur son fonctionnement.

Dans la deuxieme partie de cette €tude, un rapport a ét€¢ établi entre la
modulation du systeme QS et la formation de biofilm chez P. ulvae TC14. En
effet, comme indiqué dans la partie précédente, P. ulvae TC14 est capable de
reconnaitre des AHLs exogenes afin de réguler le biofilm. Ainsi, deux AHLSs
commerciaux (3-0xo-C6 HSL et 3-oxo-C8 HSL) agissant inversement sur la
production de violacéine chez P. ulvae TC14 ont été utilisés dans cette €tude
comme des modulateurs QS. La 3-0x0-C6 HSL a été reconnue comme étant un
inhibiteur de QS et la 3-oxo-C8 HSL comme étant un activateur de QS. En plus
des AHLs, deux autres composés ont été également testés sur la violacéine chez
P. ulvae TCI14. 1l s’agit du Farnésol reconnu comme un activateur de QS et
I’eugénol comme un inhibiteur du QS. Les activateurs du QS (farnesol et 3-oxo-
C8 HSL) d’une part et les inhibiteurs de QS (Eugénol et 3-oxo-C6 HSL) d’autre
part ont €été testés en combinaison avec des composés antifouling. Les résultats
ont montré un effet antagoniste des différentes combinaisons sur I’adhésion et la
formation de biofilm. Ce qui laisse entrevoir la régénération de I’adhésion et du
biofilm par I’inhibition ou I’activation du QS. Si la régénération de I’adhésion et
du biofilm chez P. ulvae TC14 par I’activation du QS semble étre logique, la
répétition de cette régénération en présence d’inhibiteurs QS semble Etre plutdt
étonnante. Cependant, ce phénomeéne pourrait s’expliquer par le fait que le
systeme QS basé sur les AHLs ne soit pas le seul facteur de régulation de biofilm.
D’autres systémes basés sur les génes décrits dans la premiére partie (csgD, dgc,
tda ou gseBC) pourraient relayer la régulation de biofilm en cas d’inhibition du
systtme AHLs chez P. ulvae TC14. Ces résultats se sont reproduits chez P.
lipolytica TCS8 et Paracoccus sp. 4M6 qui n’ont pas de systeme QS identifi¢, mais

possedent chacune une bonne capacité de formation de biofilm.

Thése de GOZOUA Emmanuel 2015-2018 213



Afin de savoir si P. ulvae TC14 peut étre utilisé comme un outil de criblage des
composés antifouling d’autres stratégies de renforcement de 1’effet antifouling des
composés ont été€ tentées dans la derniere partie de cette étude. Ces stratégies ont
vis¢ d’autres cibles chez P. ulvae TC14. Ces cibles sont principalement des
facteurs de protection et de résistance contre les composés nocifs pour la bactérie.
Il s’agit notamment de la membrane bactérienne et des pompes d’efflux. En effet,
la membrane des bactéries a Gram négatif est constituée d’une enveloppe externe
et d’une partie interne. La partie interne est constituée de couches protéiques telles
que des peptidoglycanes (PG), des lypopolysaccharides (LPS) et bien d’autres
¢léments. Sur cette membrane bactérienne sont fixés des complexes protéiques
appelés pompes d’efflux. Ces pompes permettent a la bactérie d’exclure
activement des substances nocives présentes en son sein. Des molécules
reconnues pour avoir une activité inhibitrice sur la membrane bactérienne d’une
part et sur les pompes d’efflux d’autre part ont été testées en combinaison avec
les composés antifouling chez P. ulvae TC14. Les résultats ont montré un effet
synergique entre les deux types de composés. Par contre, les trois perméabilisants
membranaires testés offrent une meilleure activité. Ceci s’expliquerait par
I’¢lévation du taux de composés antifouling a I’intérieur des cellules bactériennes.
Ce qui permet de d’améliorer I’effet d’anti-adhésion et anti-biofilm des analogues
synthétiques. Par ailleurs, I’inhibition des pompes d’efflux par les coumarines
utilisées dans cette étude a semblé avoir moins d’effet synergique avec les
analogues synthétiques. En effet, dans le cas de I’inhibition des pompes d’efflux
le taux de composés naturels a I’intérieur de la cellule bactérienne devrait
dépendre de la possibilité pour ces composés de traverser la membrane plasmique
des le départ. Ainsi, si ce taux s’avere faible du fait de I'imperméabilité de la
membrane bactérienne, malgré I’inhibition des pompes d’efflux et
I’empéchement de I’extrusion active des composés, 1’effet restera moins élevé.
Cependant, ces deux méthodes s’averent nécessaire au renforcement de I’effet

antifouling de ces analogues synthétiques.
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Au regard de ce qui précede, P. ulvae TC14 pourrait €tre utilisé comme un
meilleur outil de criblage des composés antifouling car des données mises en
place chez elle, ont été vérifiées chez d’autres espéces bactériennes notamment P.
lipolytica TC8 et Paracoccus sp. 4M6. Néanmoins, d’autres recherches devraient
étre associées a cette étude afin de maitriser davantage les parametres liés a la
régulation du QS et de la formation de biofilm chez cette bactérie. Ces recherches

ont été énumérées sous forme de perspectives ci-dessous.
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2- Perspectives
Dans le chapitre III de cette étude, il a été question de la recherche et

I’identification des genes impliqués dans la régulation du systéme QS. Les
résultats ont montré que ce systeme est essentiellement assuré chez P. ulvae TC14
par des AHLs exogenes reconnus par des régulateurs LuxR. Par ailleurs, cette
bactérie ne produirait pas de synthase LuxI d’ou I’absence de production d’ AHLs.
Et I’absence de production d’AHLs chez P. ulvae TC14 avait été vérifiée par Aye
et al., 2015 par des techniques chromatographiques (HPLC). Ensuite,
I’identification de séquences luxR dans cette étude a révélé la présence de 8

séquences présomptives qui ont ét€ ensuite caractérisées par technique de q-PCR.

Cependant, la caractérisation des séquences [uxR devrait €tre plus approfondie
chez P. ulvae TC14. Ces séquences identifiées n’ayant pas de domaine de liaison
aux AHLs devraient €tre analysées davantage afin de mieux définir leur role tant
dans la régulation de violacéine que dans la formation de biofilm. En effet, des
mutations pourraient étre effectuées au niveau des séquences /uxR afin d’évaluer
la modulation de la production de violacéine et de la formation de biofilm chez P.
ulvae TC14. Ceci pourrait se faire a 1’aide de vecteurs plasmidiques appropriés
(Trieu-Cuot P et al, 1991). En outre, la caractérisation du QS devrait étre plus
poussée par une recherche approfondie de genes QS chez P. ulvae TC14. Ainsi,
plusieurs BLASTN et BLASTP pourraient €tre réalisés en plus de ceux effectués

dans cette étude afin d’avoir une idée plus large du systeme QS de P. ulvae TC14.

Afin de confirmer I’absence du systeme Al-2 chez P. ulvae TC14, d’autres
recherches pourraient intervenir. En effet I’ AI-2 est produit en différentes étapes
faisant intervenir en premier lieu la synthase LuxS et ensuite le Pfs. Ces enzymes
spécifiques aux systemes AI-2 n’ont pas de support génique retrouvés sur le
génome de P. ulvae TC14 au cours de cette étude. Néanmoins, le rdle enzymatique
de LuxS dans le cycle de méthyle activé (AMC) pourrait étre vérifié chez P. ulvae

TC14. En effet, le LuxS est capable de réduire in vitro la S-adénosylméthionine
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(SAM) en S-adénosylhomocystéine (SAH) (Pereira et al., 2013). Cette action

pourrait étre vérifiée chez P. ulvae TC14.

Dans le chapitre IV de cette these, la modulation du QS par les inhibiteurs
d’une part et les activateurs d’autre part a montré une restitution d’adhésion et de
biofilm. Ce phénomene pourrait étre expliqué par une interaction de la molécule
(activatrice ou inhibitrice du QS) avec le régulateur LuxR présent chez P. ulvae
TC14. Ainsi la mutation du gene /uxR précédemment annoncée pourrait permettre
de confirmer son rdle dans la restitution du biofilm. Par ailleurs, des criblages de
composés anti-QS devraient se poursuivre chez P. ulvae TC14. Ceci aboutira a la
découverte de composés anti-QS plus efficaces que la 3-oxo-C6 HSL et I’eugénol.
Ces inhibiteurs QS pourraient étre dirigés contre la regulation d’AHLs ou le
systeme peptique régulé par le produit de gseBC retrouvé chez P. ulvae TC14.
Enfin, une inhibition plus marquée du QS chez P. ulvae TC14 pourrait avoir un

effet différent sur I’adhésion et la formation de biofilm de cette souche.

L’évaluation de [D’effet des combinaisons entre les composés et les
perméabilisants d’une part, puis les coumarines d’autre part, a donné un effet
synergique sur I’adhésion et la formation de biofilm chez P. ulvae TCI14.
Cependant, ce renforcement d’effet pourrait étre amélioré par d’autres méthodes.
L’identification des pompes d’efflux chez P. ulvae TC14 par exemple amenera a
mieux cribler des inhibiteurs plus efficaces afin de limiter I’extrusion des
composés (Kalia et al., 2012). Cette identification pourrait se faire a I’aide des
méthodes bio-informatiques permettant de détecter les genes spécifiques des
pompes RND, ABC et bien d’autres sur le génome de P. ulvae TC14. Par ailleurs,
la pompe RND assure principalement I’extrusion des composés nocifs hors de la
cellule bactérienne (Tahmina et al., 2017). Ainsi, la détection et la caractérisation
du RND chez P. ulvae TC14 permettra de mieux cibler celui-ci par des inhibiteurs
specifiques afin d’interrompre son activité. En outre, plusieurs criblages de

perméabilisants pourraient €tre réalisés chez P. ulvae TC14. Ainsi, les peptides
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cationiques décrits par Hancock en 1997, I’acide clavulanique (Totir et
al.,2007), le savirin (Sully et al., 2014) et bien d’autres composés pourraient étre

testés comme en tant que perméabilisants chez P. ulvae TC14.
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Etude du Quorum sensing des bactéries organisées en biofilm en vue de la mise en place de biocide non toxique

Le biofouling est un phénomene invasif qui engendre des problemes économiques et écologiques importants.
Dans ce mode de vie privilégié, les micro-organismes communiquent grace a un systeme de communication
intra- et inter-especes, voire inter-genre, appelé quorum sensing (QS). Le QS est basé sur les petites molécules
diffusibles telles que les N-acyl homosérine lactones (AHL), et est donc impliqué dans de nombreux processus
physiologiques, notamment la production de facteurs de virulence, I'émission de bioluminescence et la
production de pigments. Dans une étude antérieure, le QS a été mis en évidence chez une bactérie marine
dénommée Pseudoalteromonas ulvae TC14 isolée de la rade de Toulon. P. ulvae TC14 étant non seulement
capable de produire un biofilm important et de la violacéine mais régulerait ces deux parametres (biofilm et
violacéine) par la détection d’ AHLs exogenes car elle n’en produirait pas. Cette étude a consisté dans un premier
temps a poursuivre la caractérisation du systeme QS chez P. ulvae TC14 par une étude moléculaire. Tout en
vérifiant ’absence de synthase d’AHL (LuxI) et des génes potentiels de I’auto-induction de type 2 (Al-2) chez
P. ulvae TC14, la présence de huit séquences régulatrices uxR a pu étre détectée et une évaluation de
I’expression de ces séquences a été faite par technique RT q-PCR. Dans le but de déterminer I’impact de la
modulation du QS sur I’adhésion et la formation du biofilm chez P. ulvae TC14 des molécules régulatrices du
QS ont été testées en combinaison avec trois analogues synthétiques a effet antifouling. La restauration de
I’adhésion et de la formation du biofilm par les molécules combinées a montré que la modulation du QS chez P.
ulvae TC14 ne semble pas €tre la voie privilégiée pour I’inhibition du biofilm. Cependant I’évaluation d’autres
cibles telles que la membrane bactérienne et les pompes d’efflux a travers des perméabilisants membranaires et
les inhibiteurs de pompes d’efflux a montré un effet synergique sur I’adhésion et la formation du biofilm. Ainsi,
la perméabilisation membranaire et 1’inhibition des pompes d’efflux semblent étre des meilleures voies de
potentialisation de I’effet antifouling des analogues synthétiques.

Mot clés : Quorum sensing ; N-acyl homosérine lactone ; violacéine, modulation, biofilm, potentialisation

Quorum sensing study of bacteria organized in biofilm for the establishment of non-toxic biocide

Biofouling is an invasive phenomenon that generates significant economic and ecological problems. In this
privileged way of life, micro-organisms communicate through an intra- and inter-species communication system,
or even inter-genera, called quorum sensing (QS). QS is based on small diffusible molecules such as N-acyl
homoserine lactones (AHL), and is therefore involved in many physiological processes, including the production
of virulence factors, bioluminescence emission and pigment production. In an earlier study, QS was found in a
marine bacterium called Pseudoalteromonas ulvae TC14 i1solated from the harbor of Toulon. P. ulvae TC14 is
not only capable of producing a large biofilm and violacein but would regulate these two parameters (biofilm
and violacein) by the detection of exogenous AHLs because it would not produce it. This study initially consisted
in continuing the characterization of the QS system in P. ulvae TC14 by a molecular study. While verifying the
absence of AHL synthase (LuxI) and potential genes for autoinduction type 2 (Al-2) in P. ulvae TC14, the
presence of eight /uxR regulatory sequences could be detected and an evaluation of the expression of these
sequences was made by RT q-PCR technique. In order to determine the impact of QS modulation on biofilm
adhesion and biofilm formation in P. ulvae TC14, QS regulatory molecules were tested in combination with
three synthetic analogs with antifouling effect. The restoration of biofilm adhesion and formation by the
combined molecules has shown that QS modulation in P. ulvae TC14 does not seem to be the preferred route
for biofilm inhibition. However, evaluation of other targets such as bacterial membrane and efflux pumps
through membrane permeabilizers and efflux pump inhibitors has shown a synergistic effect on adhesion and
biofilm formation. Thus, membrane permeabilization and the inhibition of efflux pumps seem to be better ways
of potentiating the antifouling effect of synthetic analogues.

Key words: Quorum sensing; N-acyl homoserine lactone; violacein, modulation, biofilm, potentialization
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