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Résumé

La présente étude a pour objectif la détermination de I’effet du zinc sur la capacité de
I’espece Escherichia coli (E. coli) a former un biofilm. Cette capacité, de 04 souches obtenues
a partir d’un milieu hospitalier, a été détectée par le test d’adhésion en microplaque par
coloration au cristal violet. Six concentrations d’oxyde de zinc et de chlorure de zinc allant de
25 a 800 pg/ml ont été testées. La formation de biofilm en mono-espéce et mixte (E. coli —
Klebsiella oxytoca KO) a été évaluée. Les résultats obtenus montrent que la formation de
biofilm en mono-espéce est forte pour les quatre souches durant les différentes périodes
d’incubation et avec les deux formes du zinc testées. Des densités optiques > 0,8 ont été
enregistrées vis-a-vis de concentrations importantes du zinc (100 et 200 pg/ml).
L'application du test T de Student confirme qu’il n’y a pas de différences significatives entre
I’effet de ZnO et de ZnCl,. La production de biofilm mixte est plus élevée dans un milieu sans
ZnO durant le 82me et |e 128™e jour pour le couple E.coli 1-KO. Par ailleurs, le couple E.coli 2-
KO est fortement producteur de biofilm a partir du 1°" jour, il montre une adaptation a
toutes les concentrations du zinc. Une hyper-formation de biofilm a été remarquée chez le
couple E.coli 3-KO au cours du 8¢ jour d’incubation en présence de 25 pg/ml de ZnCl,. Le
couple E.coli 4-KO semble adapter avec les différentes concentrations du zinc au cours de
toute la durée d’incubation (DO > 0,24). La capacité de formation de biofilm par I'espece
E.coli en présence du zinc, agent antibactérien, peut constituer un grand probleme de santé

publique.

Mots clés : Escherichia coli, biofilm mon-espéce, biofilm mixte, zinc.



Abstract

The aim of the present study was to determine the effect of zinc on the ability of
Escherichia coli (E. coli) species to form a biofilm. This ability of 04 strains obtained from a
hospital environment, was detected by the microplate adhesion test using crystal violet
staining. Six zinc oxide and zinc chloride concentrations ranging from 25 to 800 pug/ml were
tested. Single-species and mixed biofilm (E. coli - Klebsiella oxytoca KO) formation was
evaluated. The results obtained show that single-species biofilm formation is strong for all
four strains during the different incubation periods and with both forms of zinc tested.
Optical densities > 0.8 were recorded against high concentrations of zinc (100 and 200
ug/ml). The application of Student's T-test confirms that there are no significant differences
between the effect of ZnO and ZnCl,. The production of mixed biofilm is higher in a medium
without ZnO during the 8th and 12th day for the E.coli 1-KO pair. On the other hand, the
E.coli 2-KO pair is strongly biofilm producing from the first day; it shows an adaptation to all
zinc concentrations. A hyper-formation of biofilm was noticed in the E.coli 3-KO pair during
the 8th day of incubation in the presence of 25 pug/ml of ZnCl,. The E.coli 4-KO pair appears
to adapt with different concentrations of zinc throughout the incubation period (OD > 0.24).
The ability of E.coli species to form biofilm in the presence of zinc, an antibacterial agent,

may constitute a major public health problem.

Key words: Escherichia coli, single-species biofilm, mixed biofilm, zinc.
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Introduction

Les biofilms qui sont des amas structurés de cellules bactériennes adhérentes a une
surface éventuellement intégrées dans une matrice extracellulaire, protégent les bactéries et
permettent leur survie dans des conditions environnementales hostiles (Gomes et al., 2020).
La capacité a former un biofilm est actuellement reconnu comme un caractére propre a
plusieurs micro-organismes. |l a été démontré qu’Escherichia coli se caractérise par I’existence
des appendices extracellulaires (flagelle, curli, fimbriae, pili) qui sont essentiels a I'adhérence
aux surfaces dans l'initiation de la formation de biofilms (Wojnicz et al., 2012). Ces derniers
ont un effet positif sur la multiplication de I‘écosystéme bactérien mais négatif au niveau du
systeme industriel, alimentaire et bien évidement dans le secteur hospitalier en raison de leur

réle dans la propagation de certaines maladies infectieuses (Bezoui, 2016).

Selon des études antérieures, certains métaux ont un effet bénéfique dans les
mécanismes de lutte contre les micro-organismes et la formation des biofilms. Le zinc est I'un
des métaux prometteurs a exploiter comme un agent antibactérien et anti-biofilm. Il a la
capacité d’induction du stress oxydatif générer par efflux de son ion (Zn?*) entrainant ainsi la
réduction de la charge bactérienne et de biofilm (Raghunath et al., 2017 ; Gaffet, 2011). Cet
élément est également reconnu par son efficacité contre le biofilm bactérien en ralentissant
la cinétique de formation et réduisant la production de produits extracellulaires de la matrice

(Bispo et al., 2015).

Les bactéries peuvent développer des systemes de résistances aux métaux dans le but
d’adaptation aux concentrations élevées et de la protection de leurs composants cellulaires
sensibles. Dans le cas du zinc, certaines bactéries comme Escherichia coli pourraient étre y
résistantes en véhiculant des genes codant pour maitriser ’homéostasie a l'intérieur de la
cellule (Blencowe et al., 2003). A cet égard, il y a une possibilité de former des biofilms en
présence de ces agents antimicrobiens a partir de la persistance des bactéries planctoniques

(Abskharon et al., 2008).

Dans ce contexte, nous nous sommes interrogés sur la capacité d’Escherichia coli isolée
d’un milieu hospitalier, soumise a une exposition du zinc, a se multiplier et a former un biofilm

dans le temps.
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Par conséquent, nous nous sommes fixés deux objectifs majeurs :

- Evaluation de la capacité de I'espece étudiée, exposée au zinc, a former un biofilm in
vitro ;

- Détermination de I'effet antibactérien du zinc vis-a-vis de I'espéce a étudier.

Ce manuscrit s’organise autour de trois parties :

- La premiére partie constitue une synthése bibliographique de notre sujet d’étude. Elle
présente les caractéristiques structurales et fonctionnelles des biofilms bactériens, les
caracteres généraux de I'espéce bactérienne étudiée et une généralité sur le zinc ainsi
gue ces effets antibactériens.

- La deuxiéme est entierement consacrée a la description de la méthodologie utilisée.

- La troisieme englobe les résultats expérimentaux obtenus, suivie d’'une discussion
engendrée par ces résultats. Enfin, cette étude est cloturée par une conclusion et des

perspectives proposées.
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. Biofilm bactérien

I.1. Définition d’un biofilm

Le biofilm est un phénomeéne complexe se forme lorsque les micro-organismes
flottants se fixent a une surface et se lient les uns aux autres, grace a une pression

environnementale telle qu’'un manque d’oxygéne et de nutriments (Aumeran et al., 2020).

Au sein d’un biofilm, les bactéries vivent en communauté protégée par une matrice
extracellulaire consiste en une agglomération de différents types de biopolymeres (homo- et
hétéro-polysaccharides, protéines, ADN), ce qui contribue a leur persistance dans un
environnement difficile (Cherifi, 2019). Ce mode de vie facilite le transport des substances
nutritives, de I'eau, des signaux de communication cellulaire et de |'oxygene et permet

I’élimination des sous-produits nocive du métabolisme (Donlan, 2002).
I.2. Mécanismes de formation d’un biofilm bactérien

Le cycle de vie du biofilm bactérien subdivise en cing étapes majeures (Fig.1) :

Dispersion active
-

. NS

Bactéries ™
planctoniques
2“ Dispersion 5 Nutriments
passive o ' \
+ (agrégats) ( §&H7" \ \
°® \
N

Accrétion |

Adhérence Adhérence
réversible irréversible

Microcolonie Biofilm mature

Figure 1 : Différentes étapes de la formation d’un biofilm bactérien

(Lebeaux et Ghigo, 2012).
1.2.1. Adhérence réversible

L'adhésion réversible est une étape essentielle pour initier la formation d’un biofilm.
Au début, les colonisateurs primaires (pionniéres) collent sur la surface, cette adhésion est
due a des interactions faibles entre la surface et les bactéries (interactions de type Van der

Waals et électrostatiques). L'attachement bactérien implique le déplacement de la cellule
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vers le lieu de son adhésion, soit d'une facon aléatoire grace au mouvement brownien ou
suite a la sédimentation, ou d'une fagon orientée grace a la mobilité des bactéries (flagelle,

pili) et au chimiotactisme (El Khoury, 2021 ; Parot, 2007).

Le processus d’attachement dépend de facteurs environnementaux (pH, température,
temps), des propriétés des matériaux (rugosité, hydrophobie ou mouillabilité et Ia
composition de la surface) et les propriétés bactériennes (hydrophobie de la surface

bactérienne, charge bactérienne, structure et espéce bactérienne) (Picard, 2011).
1.2.2. Adhérence irréversible

C'est I'étape de consolidation de la cohésion initiale. La sécrétion d’exo-polymeres
(EPS) par les bactéries permet leur fixation au support avec des liaisons hydrophobes d’une
facon irréversible. Ces bactéries se divisent et synthétisent les constituants de la matrice
polysaccharidique a partir d’attachement variable selon les espéces bactériennes, ou a I'aide
de la production d’élément qui affirment le lien entre la paroi bactérienne et la surface (EL

Khoury, 2021 ; Houvion, 2014).
1.2.3. Formation des micro-colonies

Lorsque les bactéries sont irréversiblement adhérées a une surface, elles vont
s’agglutiner et se multiplier lentement et continuer la production de la matrice protectrice
d’EPS (Yannick et al., 2014). L’association entre elles permet la formation des micro-colonies
suivies par I'élaboration d’un biofilm plus ou moins complexe selon la composition en
microorganismes, du milieu et des conditions hydrodynamiques et chimiques (Michaut,

2019).
1.2.4. Maturation du biofilm

Durant la phase de maturation, le biofilm s’adapte aux conditions environnementales
externes en augmentant sa densité globale et sa complexité qui sont s’exprimées par un
développement important de son épaisseur jusqu’a la construction d’un film hétérogene
tridimensionnel ou se forment des canaux permettant la circulation de nutriments,
d’oxygéne et I'évacuation des produits issus du métabolisme bactérien (Chong, 2018). Cette
croissance exponentielle est due a la réplication active des organismes liés a la surface et les

interactions des composants cellulaires générés par les bactéries avec les éléments
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organiques et des molécules inorganiques dans I'environnement immédiat, cela va conduire

a la formation des macro-colonies (Sunil, 2019).

Plusieurs facteurs contrélent la maturation, notamment, la disponibilité et la bonne
diffusion des nutriments a travers la matrice extracellulaire, le pH interne, la disponibilité en

oxygene, la disponibilité en source carbonée et I'osmolarité (Rathinam et al., 2019).
1.2.5. Dispersion

La derniére étape de formation du biofilm consiste en une phase de dispersion avec
détachement d’un certain nombre de bactéries isolées. Ce phénoméne n’est pas restreint au
dernier stade du développement du biofilm, mais peut avoir lieu lorsque les conditions du
milieu deviennent défavorables, soit d’'une maniere passive due a l'action de forces
extérieures, ou active due a des facteurs propres au biofilm qui s'agissent de la production

de molécules du quorum sensing et de surfactants extracellulaires (Parot, 2007).

Il existe aussi des interactions entre espéces qui induisent le détachement a travers la
sécrétion des enzymes, telles que l'alginate lyase, la N-acétyl-héparson lyase et la
hyaluronidase, permettant la décomposition des polysaccharides qui maintiennent le biofilm
ensemble. Cette rupture des polysaccharides libere les bactéries de surface, qui vont migrer
pour coloniser des nouvelles régions favorables a leur développement pour recommencer

un nouveau cycle de vie (Sunil, 2019).
I.3. Facteur favorisant la formation d’un biofilm bactérien

Dans I'environnement, les bactéries existent principalement sous forme de biofilm

influencé par de nombreux facteurs liés aux (Simoes et al., 2020 ; Saulou, 2009) :

e Microorganismes : La concentration microbienne a une relation proportionnelle avec
le nombre de cellules adhérées, de plus, la composition de la surface microbienne
contribue a I'adhésion des microorganismes aux supports a travers la présence de
protéines, de fimbriae, et de lipopolysaccharides ;

e Propriétés de la surface: sur laquelle les bactéries vont se fixer, qui impactent
fortement la formation de biofilm, principalement I'hydrophobie du matériau, la
tension superficielle, les contaminations organiques, la rugosité et Ia

microtopographie qui concerne la largeur et la profondeur des micro-crevasses ;
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Milieu environnant : qui s’agissent du temps de contact entre la bactérie et le
support, les caractéristiques du milieu tels que la température, la force ionique, la
présence des nutriments et les conditions hydrodynamiques qui influencent

I’épaisseur de la couche limite au niveau de I'interface matériau/liquide.

1.4. Stratégies anti-biofilm

La pathogénicité bactérienne et la résistance aux antibiotiques peuvent étre favoriser

par la formation de biofilm, différentes stratégies sont envisagées pour faire face a ce

probléeme (Algburi, 2016), en empéchant |'étape d’adhésion, le passage de la forme

planctonique a la forme biofilm en tuant les cellules potentiellement capables de former un

biofilm ou en entravant leur attachement a une surface, la phase de maturation ou les

échanges intercellulaires (Goetz, 2018). Parmi les stratégies utilisées :

Utilisation des différents composés anti-adhésion telles que les composés naturels
(N-heptylsulfanylacétyl-l-homosérinelactone extrait d'ail), (Bodet et al., 2008), les
nouveaux produits chimigues (Tween 20 et Triton X-100) (Chen et al., 2000) et les
métaux inorganiques comme le cuivre, le zinc et ces alliages (Warnes et al., 2015) ;
Inhibition de la détection de quorum médiée par N-acyl homo-sérine lactones (AHL) a
travers l'utilisation des composés de furanone halogénés qui ont la capacité de
modifier la structure du biofilm (Verma et al., 2021) ;

Dispersion de la substance polysaccharidique extracellulaire (EPS) qui protége les
micro-organismes de divers agents antimicrobiens par les enzymes comme Ia
désoxyribonucléase | (Dnase 1) qui est capable de digester I'ADN extracellulaire
présent dans la structure du biofilm (Roy, 2018) ;

Les bactériophages modulent la population bactérienne et produisent certains
enzymes qui perturbent la protection donnant par la matrice du biofilm, ainsi
modifient sa structure et augmentent sa susceptibilité aux antibiotiques (Miquel,

2016).
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Il.  Espeéce bactérienne Escherichia coli

II.1. Taxonomie

Escherichia coli (E. coli ou colibacille) est un micro-organisme découvert par le pédiatre
allemand Théodore Escherich d’ou il a son nom. Elle est isolée a partir d'un échantillon de

selles de nourrissons humaines en 1885 (Blount, 2015).

La classification actuelle d’E. coli basée sur la génétigue moléculaire est Ia

suivante (Diassana, 2018) :

e Regne : Bacteria

e Phylum XIlI : Proteobacteria

e C(Classe : Gamma proteobacteria
e Ordre : Enterobacteriales

e Famille : Enterobacteriaceae

e Genre : Escherichia

e Espece : Escherichia coli

En 2015, 184 sérogroupes ont été identifiés chez cette espece (lguchi et al., 2015).
Principalement, les souches pathogéenes d’E.coli sont regroupées en 6 principaux pathovars
(ou pathotypes), en fonction des symptdémes qu’elles provoquent et des facteurs de

virulence qu’elles produisent (Bihannic, 2015).
11.2. Habitat

Escherichia coli est appartient a la microflore normale colonisatrice du tractus digestif
des mammiferes (de ’'homme et des animaux a sang chaud). Elle est également présente sur
les surfaces, dans I'environnement, le sol et les eaux suite aux rejets des matiéres fécales
humaines et animales. Sa présence dans n’importe quel échantillon est un signe de

contamination fécale (Michaut, 2018).
11.3. Caractéres morphologiques et culturaux

Escherichia coli est un bacille a Gram négatif (2 a 4 um de longueur et 0,4 a 0,6 um de
large), mobile avec une structure flagellaire péritriche, généralement non capsulé, non

sporulé et aéro-anaérobie facultatif (Lezzar et al., 2019).
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C'est une bactérie non exigeante, chimio-organotrophe et pousse sur les milieux
ordinaires et lactosés tels que la gélose nutritive, Mac Conkey et Hektoen. Sa température
optimale de croissance est de 37°C pendant 24h d’incubation, elle donne des colonies de 2 a
3 mm de diameétre, incolores ou colorés (selon le milieu de culture utilisé), rondes, lisses et a

bords réguliers (Nolan et al., 2013).

E. coli est une bactérie mésophile, sa température de croissance proche de celle du
corps humain (37°C), et neutrophiles qui se développent a un pH compris entre 5,5 et 8,5
avec un optimum voisin de 7. Ce germe est non halophile (il pousse en milieu de

concentration en NaCl inférieure a 0,2 M) (Oulymata, 2007).
11.4. Caractéres biochimiques

Les caractéres d'identification d’E.coli sont essentiellement biochimiques et utilisent
des tests qui étudient principalement le métabolisme protéique ou la fermentation des
sucres, la capacité d'utiliser le citrate et la présence des enzymes (Tableau 1) (Percival et

Williams, 2014).

Tableau 1 : Principaux caractéeres biochimiques d’Escherichia coli (Denis et al., 2011).

Caractéres biochimiques

Oxydase -
Catalase +
R-galactosidase +
Lysine décarboxylase \Y
Ornithine décarboxylase Vv
Gélatinase -
Production d’acétoine +
Utilisation de citrate -
Production d’indole +
Glucose +

Lactose +

Urée -
Hydrogene sulfureux -
Tetrathionate réductase -
Mannitol +

(+) : caractere positif ; (-) : caractére négatif ; (V) : variable




Synthése bibliographique

II.5. Caractéres antigéniques

E. coli posséde différents antigénes (Portes, 2020 ; Yao, 2019) :

Antigéne O (Ag somatique) : est situé dans lipopolysaccharides (LPS) de la surface
bactérienne, il est thermostable et résistant a I‘alcool et peut jouer un roéle
d’endotoxine bactérienne ;

Antigene H (Ag flagellaire) : correspond aux protéines flagellaires permet la mobilité
de la bactérie ;

Antigéne de surface K (Ag capsulaire ou Ag d’enveloppe) : de nature
polysaccharidique ou protéique, il bloque I'agglutinabilité de I'antigéne O mais il n’est

pas toujours présent.

11.6. Pouvoir pathogéne

Selon le pouvoir pathogene, deux groupes d’Escherichia coli sont détectés (Tableau 2):

Les Escherichia coli responsables de pathologies intestinales (diarrhéiques) ou
entériques en provoquant des gastro-entérites infantiles et des diarrhées des
voyageurs ;

Les Escherichia coli qui sont impliquées dans les pathologies extra-intestinales

(urinaire, néonatale méningite, péritonites...etc.) (Avril et al., 2000).

La transmission de ces souches pathogénes peut étre soit par voie orale lors de

I'ingestion d’aliments ou d’eau contaminés, soit par contact direct ou indirect avec des

porteurs (humains et/ou animaux), ou a travers les surfaces colonisées par ces bactéries

(industries alimentaires, milieu hospitalier...) (Toe, 2018 ; Vaillant et Espié, 2003).

Plusieurs facteurs de virulence sont impliqués dans les étapes de l'infection a E. coli dont les

principaux sont :

Toxines comme les shigatoxines, les entérohémolysines, les entérotoxines et les
cytotoxines. Leur mode d’action consiste a faciliter I'invasion tissulaire, lyser les
cellules de I’h6te ou moduler les activités cellulaires normales (Bidet et al., 2012) ;

Capsules qui sont de nature polysaccharidiques et antigéniques (Ag K), elles rendent

la phagocytose plus difficile (Sidabe, 2020) ;
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Adhésines qui permettent de connaitre les récepteurs glycolipidiques présents a la

surface des cellules hotes (Nauciel et Vildé, 2005) ;

Lipopolysaccharide (LPS) qui est un composant majeur de la membrane externe des

bactéries a Gram négatif,

constitué de trois entités: le

lipide, le core

oligosaccharidique et I'antigene O. Il joue un réle d’endotoxine (Passoret, 2018) ;

Plasmides qui peuvent porter des facteurs de virulences et des genes de résistance

aux antibiotiques chez certaines souches pathogenes d’E. coli (Toe, 2018).

Tableau 2 : Caractéristiques cliniques et pathologiques des maladies causées par les

principaux pathotypes d’Escherichia coli chez ’'homme (EL Achaoui, 2020 ; Mégane, 2019).

Souches

Type de perturbation

Signes cliniques

Infections Intra-intestinales

Infections Extra-

intestinales

E.coli Entérotoxinogenes
(ETEC)

E.coli
Entéro-invasifs
(EIEC)

E.coli
Entéropathogenes
(EPEC)

E.coli
Entérohémorragiques
(EHEC)

E.coli
Entéroaggrégatifs
(EAgEC)

E.coli a adhérence diffuse
(ADEC)

E. coli
uropathogénes
(UPEC)

E. coli méningites
néonatales (MNEC)

Production d’entérotoxines
avec accumulation de fluide
dans l'intestin.

Envahissement des entérocytes;
Inflammation de la muqueuse
du célon.

Lésions de la muqueuse
intestinale.

Production de Iésions et de
toxines Véro ; Lésions de la
mugqueuse intestinale et
nécrose des cellules
epithéliales.

Adhésion typique : briques
empilées.

Adhésion diffuse sur cellules
grace a des adhésines.

Inflammation de la vessie et/ou
des reins

Inflammation des méninges

Diarrhée chez les
voyageurs «turista»,
crampes abdominales
et nausées.

Fievre et diarrhée
sanglante et purulente,
syndrome dysentérique.

Diarrhée aqueuse,

fievre et vomissement.

Diarrhée sanglante et
sécrétoire ; Hémolyse et
insuffisance rénale.

Diarrhée du nourrisson.

Diarrhée aqueuse aigue.

Infections urinaires.

Méningites : céphalées,
nausées, photophobie...

10
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"""
II.7. Résistance aux agents antibactériens

Escherichia coli est intrinsequement sensible a plusieurs agents antibactériens mais ces
derniéres années elle a été considérée une des souches les plus inquiétantes pour la santé
publique a cause de sa multi-résistance (Poirel et al., 2018). Elle est capable a acquérir des
genes de résistance disséminés grace aux plasmides multi-résistants et aux éléments
génétiques mobiles (ex : les transposons) et codants pour certains enzymes spécifiques qui
lui conférent une résistance aux antibiotiques comme les céphalosporines (acquisition des
genes des B-lactamases), les carbapénémes (acquisition des génes de carbapénémases), les
aminosides (les ARNr méthylases 16S), et aux agents plus anciens tels que les tétracyclines,

les phénicols, les sulfamides, le triméthoprime et la fosfomycine (Guérin, 2021).

Plusieurs agents antibactériens sont utilisés aussi pour lutter contre la contamination
de I'environnement et des surfaces surtout en milieu hospitalier, malheureusement E. coli a
développé des mécanismes de résistance a ces agents pour protéger ces composants
cellulaires essentiels. Actuellement, E. coli résiste aux antiseptiques et aux désinfectants
utilisés principalement dans les hopitaux et aux établissements de soins de santé. La
résistance de cette espece est liée a la structure de la membrane externe et au LPS, qui font
obstacle au passage des molécules biocides (Carenco, 2017). Ainsi, il apparait qu’E. coli
peuvent résister aussi aux métaux qui sont utilisés depuis longtemps comme des agents
antibactériens. E. coli posséde de nombreux genes impliqués dans la résistance aux métaux
tel que : zntA (géne de résistance au zinc) et copA (gene de résistance au cuivre) (Qin et al.,

2019).
11.8. Capacité de formation de biofilm

Plusieurs souches d’Escherichia coli possédent la capacité a former des biofilms
(Bumunang et al., 2020) ce qui en fait un organisme modele pour I'étude de leur formation
(Salome, 2018). Les biofilms a E. coli contribuent a la survenue de diverses infections et
maladies humaines graves telles que les infections associées aux cathéters et rendent

difficile leur éradication (Sharma et al., 2016).

Les différents facteurs environnementaux, I'équilibre des forces d'attraction et de
répulsions électrostatiques sont notamment les principaux influenceurs sur le premier

contact réversible des Escherichia coli a la surface a coloniser (Vogeleer et al., 2014).

11
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En plus, chez cette espéce bactérienne, plusieurs constituants jouent un réle dans la
structure de biofilm comme les flagelles qui sont essentiels a I'attachement lors de I'étape
initiale (Doghri, 2015). Elle utilise également plusieurs appendices de surface, tels que des
fimbriaes de type 1 qui constituent le groupe d'adhésines le plus commun chez 80% des
souches Escherichia coli (Staerk et al., 2016). Les curli, qui sont des fibres minces protéiques
extracellulaires de type amyloide, contribue aussi a la résistance et a la formation de biofilms
(Sheng et al., 2020). E. coli contient des exopolysaccharides majeurs qui sont essentiels au
maintien de la structure du biofilm et favorise I'adhésion cellule a cellule (Agladze et al.,

2005).

1. Zinc

I1l.1. Définition et utilisation du zinc

Le zinc (Zn) est un élément trace métalligue qui existe naturellement dans
I'environnement sous forme de métal minéral (inorganique) (Benaboud, 2018 ; Desaunay,
2011). Généralement, il se trouve sous forme de trace ionique (Zn?*) dans tous les
compartiments de la nature (Tatangelo, 2006). Les nanocristaux de zinc sont capables de se
combiner avec autres éléments non-métaux pour construire des complexes, en témoigne le
sulfate de zinc (ZnS0a), le chlorure de zinc (ZnCl;) et I'oxyde de zinc (ZnO) (Bechane, 2022 ;
Elmanira, 2022). En raison de ses minérales qui se caractérisent par diverses propriétés
physiques, chimiques, optiques et électriques, de vastes applications sont disponibles

(Lehraki, 2021).

Le zinc est énormément utilisé dans le domaine industriel telles que dans des alliages
(laiton) des automobiles, des capteurs, des lasers UV, des cellules solaires et des détecteurs
de gaz (Madani, 2020 ; Zehani, 2014 ; Douayar, 2013). |l est utilisé aussi comme revétement
protecteur pour d'autres métaux contre la corrosion (galvanoplastie, métallisation,

traitement par immersion) (Doillon, 2010).

Le zinc est un oligo-élément indispensable a la vie des organismes vivants, par contre il
peut devenir toxique lorsque son concentration dépasse un certain seuil (Tatangelo, 2006 ;
Jondreville et al., 2003). Ces derniéres années, cet élément occupe une place essentielle
dans le champ médical et pharmaceutique puisqu’il entre dans la fabrication des cremes, des

applications dentaires et des pansements (Rokbani, 2018). En outre, il est utilisé également

12
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dans la préparation des produit cosmétique sans oublier les domaines de I'agriculture,

I'urbanisation et I'alimentaire (Lehraki, 2021 ; Le Bras, 2019).

111.2. Interactions bactérie - zinc

A faible dose, le zinc est un ion de métal de transition qui semble nécessaire a toute
forme de vie particulierement chez les microorganismes. Il joue un réle de régulateur dans
nombreux processus physiologiques pour la stabilisation de la membrane cellulaire, un
cofacteur pour diverses protéines et un composant essentiel a la réparation de I'ADN et a la

réponse au stress oxydatif (Xia et al., 2021).

Les bactéries contrblent la distribution du Zn avec des transporteurs spéciaux pour
maintenir leur métabolisme. Parmi les systemes de transport, le régulateur d’'importation
contrélant les niveaux de zinc intracellulaire en raison de I'homéostasie du zinc dans la
cellule (Zhu et al., 2019), il se compose d’un transporteur de faible affinité ZIP (Zinc Iron
Permase Family) qui absorbe et transporte passivement le métal et deux transporteurs de
forte affinité de type ABC ( il se divise en trois protéines ZnuA protéine périplasmique, ZnuB
la perméase membranaire, ZnuC le composant ATPase) qui sont responsables de fournir de
I'énergie) chez les Gram négatifs, par contre chez les Gram positifs seuls des transporteurs
de la famille ABC (Moulin, 2017). Par ailleurs, un régulateur de I'export du zinc, contient des
protéines ZntR (Zinc responsive transcriptional Regulator) autorisent I'expression de pompes
d'efflux du zinc de type RND (Résistance Nodulation Division), protege les bactéries de
I'empoisonnement au zinc. L'expression protéique de I'ATPase de type P facilite la diffusion
de cations du transport membranaire et également fixe ou libére le Zn dans le cytoplasme

(Desaunay, 2011).

Les bactéries peuvent interagir avec les métaux précisément le zinc via différents
mécanismes (Sabri, 2008). La transformation du zinc est exercée par des réactions d’oxydo-
réductrices ou d’alkylation qui subies généralement des changements dans la toxicité et la
mobilité du métal. De plus, les bactéries ont la capacité d’accumuler le Zn a partir des
phénomeénes d’adsorption passive ou de transport actif a I'intérieur de la cellule (Munees,
2011). Du fait que les bactéries jouent un role biogéochimique, elles peuvent modifier le

comportement du zinc ou tout autre métal par des mécanismes de chélation ou

13
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complexation (Desaunay, 2011). La rétention de zinc présente aussi une sous forme de

liaison a la surface des cellules (Crosnier et Delolme, 2006).
La figure 02 résume les différentes interactions bactérie-métaux.

Biosorption

Me2+ ___ -

Bioaccumulation

Me2+

Me?*

Biolixiviation Rétention sur

Métal Acide EPS liées
insoluble + organique Cellule
l bactérienne - +—— Me®
Me-Org soluble
Me0,2* po "y | HPO.+ Me* > MeHPO,
(soluble) * T CO,% + Me?* > MeCO,
Me0, /-\ H,S + Me?" > MeS
(insoluble) Me2* Me-Org
Biotransformation Bio-minéralisation

Biodégradation de composés
métallo-organiques

Figure 02 : Différentes interactions entre métaux et bactéries (Ledin, 2000).

111.3. Effet antibactérien du zinc sur les bactéries

Actuellement, le métal du zinc est le plus utilisé émergement comme une nouvelle
arme de combattre les différentes infections bactriennes dues a leurs propriétés
antimicrobiennes (Mendes et al., 2022 ; Banerjeea et al., 2020). Plusieurs études ont
montré que le zinc réduit la multiplication bactérienne a divers mécanismes (Ye et al., 2020 ;

Xu etal., 2015).

Généralement, les particules du Zn se fixent sur la surface de la cellule bactérienne et
pénetrent a l'intérieur selon la composition de la paroi (Xi et al., 2021). Cette entrée
autorise la libération des ions Zn?* interagissant avec le groupe thiol des enzymes
respiratoires bactériennes, et la production de niveaux élevés d’especes Radicalaires
d'Oxygene Réactives (ROS). lls provoquent un stress oxydatif dans la cellule bactérienne qui
comprennent la perturbation de la membrane cellulaire, le dysfonctionnement des
protéines, des dégats dans les lipides, les glucides et I'ADN et conduisant a la mort

bactérienne (Benali, 2021 ; Bruna et al., 2019)
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Pour faire face a la toxicité du zinc, les bactéries ont développé différentes stratégies
de défense. L'efflux actif est 'un des mécanismes les plus important, il effectue
I'homéostasie a I'intérieur de la membrane a travers la présence de différents transporteurs
(Farinati et al., 2011). Ainsi, il existe des mutations génétiques en effet d’une réponse
adaptative et un transfert horizontal de génes produisant par la conjugaison via le contact
direct entre les cellules (Bednorz et al., 2013). Des protéines de liaison intracellulaires et des
transformations enzymatiques (oxydation, réduction, méthylation et déméthylation) jouent
également un réle dans I'augmentation de la résistance en tant que mécanismes de défense
et de détoxification (Anu, 2010 ; Park et Ely, 2007). Récemment, des preuves ont montré
qgue le systéme de résistance le plus abondant et répandu est la production de biofilm
(synthése d’exopolysaccharides EPS) qui enveloppe une communauté de cellules

bactériennes et les protége contre les agents étrangers (Bruna et al., 2019).

IV.4. Effets et réponse du biofilm bactérien au zinc

Les biofilms bactériens agissent comme une barriere mécanique pour une plus grande
résistance aux surfaces toxiques et aux agents antimicrobiens (Pourhajibagher et Bahador,
2021). Généralement, le zinc intervient a certaines fonctions biologiques qui améliorent la
formation de biofilm mais il présente également un caractére toxique lorsqu’il trouve a des

taux élevés (Medeiros et al., 2013).

Certaines recherches scientifiques montrent que le zinc possede une excellente
activité anti-biofilm (Namasivayam et al.,, 2021). Ce métal subit des changements
morphologiques et physiologiques qui réduisent I'adhésion bactérienne, affecte Ia
perméabilité membranaire par I'induction des fuites au contenu cellulaire et un déséquilibre

électrolytique entrainant des dommages dans la cellule bactérienne (Wang et al., 2012).

Par ailleurs, le Zn a des effets inhibiteurs sur le systeme de communication cellulaire
quorum sensing (QS) ainsi que sur le développement de biofilms, il empéche la signalisation
QS régulée par la N-acylhomosérine lactone (AHL) (Al-Shabib et al., 2016). Aussi, la
réduction de la sécrétion d’exo-polysaccharides (EPS) a exposé les cellules bactériennes
résidant dans les biofilms a la diminution de I'attachement surface-cellule affectant la liaison

de I'EPS a la surface cellulaire (Husain et al., 2022).
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La figure 3 illustre l'action du zinc (sous sa forme oxyde de zinc) sur la cellule

bactérienne et la formation de biofilm.
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Figure 3 : Différentes étapes de I'action du zinc sur la cellule bactérienne et le biofilm (Zaidi

etal., 2018).

La propriété anti-biofilm du zinc peut améliorer la sensibilité des biofilms aux agents
antimicrobiens. Ces effets inhibiteurs sur la formation des biofilms ne sont pas limités a
certaines bactéries, mais peut s'étendre a d'autres pathogenes bactériens humains et
animaux importants (Mahamuni-Badiger et al., 2020). En revanche, |'exposition des
bactéries de biofilm aux différentes concentrations de zinc va induire une tolérance, qui se
traduit par I'accumulation de ce dernier a travers un mécanisme rapide et non spécifique de
prise qui se trouve normalement dans des concentrations élevées. Deux mécanismes
généraux responsables de la réponse des biofilms bactériens au zinc sont impliqué dans
I'efflux, un efflux de type ATPase qui transporte les ions de zinc a travers la membrane
cytoplasmique et un systeme de RND transporteur qui transporte le zinc a travers la paroi

des cellules (Neethu et al., 2015 ; Spain et Alm, 2003).
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Matériel et Méthodes

Les travaux expérimentaux de la présente étude ont été réalisés au niveau du
Laboratoire de Microbiologie de la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie et Sciences

de la Terre et de I’Univers, Université 8 Mai 1945 Guelma.

I. Matériel biologique

I.1. Choix et origine des souches bactériennes

Quatre souches bactériennes choisies pour la présente étude appartenant a I'espéce
Escherichia coli. Ces souches ont été isolées a partir d’un milieu hospitalier de la région de

Guelma (Tableau 3).
Le choix de cette espece bactérienne est basé sur :

v Son caractére ubiquitaire dans I’environnement hospitalier ;
v Sa capacité de résistance vis-a-vis de différents agents chimiques ;
v Sa capacité de formation de biofilm selon des études antérieures (Yannick et

al., 2014 ; Cloup, 2013).

Tableau 3 : Origine des souches d’Escherichia coli a étudier.

Souche Date de Point de Mate'rlaux Méthode de
.. Code - s du point de .
bactérienne prélevement préléevement 1s conservation
prélevement
Poignée de porte e
EC1 03/03/2019 d’une chambre de Inox GN I?ﬁggee en
patient
EC2 | 03/03/2019 Lavabo Céramique | CGN inclinéeen
Escherichia g tube
coli Poignée de porte e
EC3 12/04/2020 d’une chambre de Inox GN Irgﬁltigee en
patient
. GN inclinée en
EC4 12/04/2020 Lavabo Céramique tube

GN : gélose nutritive.

1.2. Vérification de la pureté des souches bactériennes

La purification est une étape tres importante, elle conduira a la souche pure ce qui

facilitera les études phénotypiques (Delarras, 2007).
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Afin de vérifier la pureté des souches bactériennes étudiées, nous avons suivi les étapes

suivantes :
1.2.1. Revivification des souches bactériennes

A partir de chaque culture bactérienne conservée sur la gélose nutritive, des colonies
ont été introduites dans un tube contenant 5 ml du Bouillon Tryptone Soja (TSB) a I'aide d’une
anse de platine stérile. Les tubes sont ensuite incubés a 37°C pendant 24 heures (Noyce et al.,

2006).
1.2.2. Isolement et caractérisation phénotypique des souches bactériennes

A partir du milieu TSB présentant une croissance bactérienne, nous avons ensemencé
la gélose Hektoen qui est un milieu sélectif pour les entérobactéries pathogenes, il permet
une premiére orientation quant a l'identification de I'espéce isolée sur la base de I'attaque
de trois glucides: lactose, salicine et saccharose. Une différenciation supplémentaire
(présence de thiosulfate et de citrate de fer dans le milieu) qui se traduit par des colonies a
centre noir dG a la formation de sulfure de fer est également possible (Chabot et al., 1993).

Les souches bactériennes ont subi une caractérisation phénotypique a savoir la
caractérisation morphologie selon les méthodes classiques de microbiologie décrites par
Guiraud (2003) et la caractérisation biochimique par utilisation du systeme miniaturisé API

20 E (Annexe).

Il. Etude de la capacité de formation de biofilm chez Escherichia coli soumise au stress de

zinc

Cette partie de I'expérimentation porte sur la détection de la capacité des souches
bactériennes isolées des sites hospitaliers a former de biofilms sous I'effet d’une exposition
au zinc. Le zinc testé est sous forme d’oxyde de zinc (ZnO) (PM = 81,38 g/mol) et de Chlorure
de zinc (ZnCly) (PM = 136,286 g/mol).

La technique utilisée est celle du « Test d’adhésion en microplaque par coloration au
cristal violet » (Crémet et al., 2013 ; Camps, 2011).

Cette méthode utilise la spectrophotométrie pour mesurer la capacité des souches

bactériennes a adhérer a une surface et/ou a former un biofilm dans les puits des
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microplaques. Le cristal violet colore les bactéries et la matrice des biofilms (Pantanella et
al., 2013).

Il.1. Préparation de différentes concentrations du zinc

Des solutions méres de ZnO et de ZnCl, contenant 5 g/l on été préparées dans le TSB,

puis stérilisées par filtration sur membrane (0,2 um).

Six solutions filles sont obtenues par dilution successive au demi de chaque solution

mere. Les concentrations du zinc se répartissent dans les solutions filles entre 25 et 800

ug/ml.

11.2. Préparation des cultures bactériennes

La formation de biofilm en mono-espéce et mixte a été testée. Le biofilm mono-espéce
est représenté par la souche bactérienne E.coli. Le biofilm mixte est représenté par le
couple : E. coli — Klebsiella oxytoca (KO). Cette derniere a été isolée du méme milieu
hospitalier (Bacille 3 Gram négatif appartenant aux entérobactéries).

Les cultures bactériennes sont préparées comme suite :

- Préparer les monos- et les cultures bactériennes mixtes dans des tubes en
verre contenant le TSB avec différentes concentrations de zinc (Tré- Hardy et
al., 2008) ;

- Incuber les tubes pendant 1, 8, 12, 17 et 21 jours a 25°Csans agitation
(Florence, 2014).

11.3. Inoculation de la microplaque
D’aprés la technique de Rivas et al. (2007) :

- Répartir 200 ul de chaque suspension bactérienne dans les puits d’une
microplaque de 96 puits a fond plat en polystyréne ;

- Incuber la microplaque a 37°C pendant 24 heures ;

- Aprés incubation, vider la microplagque délicatement et laver les puits trois
fois avec une solution de NaCl (9 g/L) afin d’enlever les bactéries non
adhérées au support ;

- Sécher la microplaque a 50°C pendant 30 minutes afin de fixer les bactéries ;
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- Introduire dans chaque puits une solution de cristal violet a 0,1 % pendant 15
minutes a la température ambiante ;

- Eliminer la solution de cristal violet ensuite rincer trois fois avec la solution de
NaCl pour enlever le colorant en excés puis séchés 10 min a température
ambiante ;

- Remettre en solution le cristal violet qui a pénétré dans les bactéries par
I'ajout de 200 pL d’éthanol a 95 % dans chaque puits, ce qui permet
d’améliorer la sensibilité de lecture avec le spectrophotometre ;

- Aprés 10 min d’attente, lire I'absorbance a 595 nm. Chaque triplicat de

mesures a été répété deux fois sur des cultures bactériennes indépendantes.

11.4. Détermination du pouvoir adhérent
Les souches comptent tenu de leur pouvoir adhérent, ont été classées en trois
catégories : non adhérentes, faiblement adhérentes et hautement adhérente (Stepanovic,
2000) :
- D0<0,12 : Non formatrice du biofilm ;
- 0,12<D0<0,24 : Formatrice modérée de biofilm ;

- DO >0,24 : Fortement formatrice de biofilm.

La figure 4 illustre le protocole suivi afin d’étudier la capacité de formation de biofilm

chez E.coli.

lll. Analyse statistique

Afin de visualiser et de comparer I'effet de différentes formes du métal sur la capacité
de formation de biofilm, les résultats sont soumis au test T de Student, les différences ont
été considérées significatives a une probabilité P < 0,05. L’étude statistique a été réalisée par

le logiciel statistique SPSS 25.0.
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Revivification et vérification de la pureté des souches bactériennes

NERE

Préparation des cultures bactériennes
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du Zn (ug/ml)

Préparation des concentrations filles

EC + KO

Incubation durant différents jours a 25°C

Inoculation des microplaques en polystyréne dans le temps
Incubation a 37°C pendant 24 heures
Préparation de la microplaque et coloration au cristal violet

Mesure de la densité optique a I'aide de spectrophotométre a 595 nm

Figure 4 : Etude de la capacité de formation de biofilm chez Escherichia coli soumise
au stress dz zinc
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Résultats et discussion

I. Vérification de la pureté du matériel biologique
La caractérisation phénotypique réalisée pour les quatre souches d’Escherichia coli a
confirmé leur pureté (Tableau 4).

Tableau 4 : Identification des souches d’Escherichia coli a étudier.

Souche Aspect macroscopique Aspect Type Code de ',’e?'fe de
bactérienne sur Hektoen microscopique de I'API similitude
PIGUe | papi (%)
EC1 5444553 100
EC2 Coloni 5444152 99,6
o v | sl | a0 '
! dgati 20E
EC3 contour régulier negatif OF | 5144510 100
EC4 7044102 99,8

Il. Etude de la capacité de formation de biofilm chez Escherichia coli soumise au stress de
zinc

Il.1. Capacité de formation de biofilm en mono-espéce (Escherichia coli)

Les résultats obtenus indiquent que la souche EC1 a été fortement formatrice du
biofilm durant toutes les périodes d’incubation avec les deux formes du zinc testées. Les
valeurs les plus élevées (DO > 0,8) ont été enregistrées avec la concentration 25 pg/ml,
tandis que les valeurs minimales ont été enregistrées globalement avec la concentration 800
ug/ml, ce qui confirme l'effet antibactérien du zinc vis-a-vis de la bactérie a étudier.
Généralement, nous constatons qu’il n’y a pas de différences significatives entre I'effet de

ZnO et de ZnCl, (Test T de Student, p = 0,147) (Fig. 5).

W Témain ] B Témoin
0.9 - 0.9 -
00 -

E 08 E s - 25 pg/ml
wsoug/ml | g g 50 pg/mi

©
B100pg/ml| ™ g .

B200pg/ml|  Z 05 -
2
2400 pg/ml| & 04 -

2800 pg/ml| g 03 -
302
0.1 -

100 pg/ml
200 pg/ml
400 pg/ml
800 pg/ml

Jours Jours

Figure 5 : Effet du zinc sur la formation de biofilm chez la souche EC1.
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La figure 6 montre que la souche EC2 est fortement productrice de biofilm en absence
et en présence des deux formes du zinc. Cette production a connu une diminution vis-a-vis du
ZnO apres une durée de 8 jours par apport au ZnCly, avec le quel des valeurs de DO
comprises entre 0,68 et 0,8 ont été enregistrées, ce qui reflete son faible toxiciteé.

1 70 B Témoin 1 B Témoin
0.9 09 -
125 pg/ml W25 pg/ml
Eos | £ 08 50 pg/ml
| | m
EGJ | 50 pg/ml a 07 |
© 06 B 100 pg/ml 06 - 100 pg/ml
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Fos #200ugml | Fos A 200 pg/ml
S04 w400 ug/ml | S04 - 400 pg/ml
v @
? 0.3 1 1 800 ug/ml E 03 800 pg/ml
=] 0.2 4 8 0.2 -
0.1 01 -
0 0
1 8 12 17 21 1 8 12 17 2n
Jours Jours

Figure 6 : Effet du zinc sur la formation de biofilm chez la souche EC2.

D’aprés le graphe ci-dessous (Fig. 7), I’effet anti-biofilm de différentes concentrations
du zinc sur la bactérie EC3 est nul, toutes les valeurs de DO enregistrées sont supérieures a
0,24. L’application du test T de Student montre qu’il n’y a pas une variation d’effet inhibiteur

entre les deux formes du zinc testées.

1- wTémoi 1y o
09 70 .::::;LI 09 ETémoin
g 08 - g 08 - W25 pg/ml
007 50 pg/ml ) 50 pg/ml
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‘é 04 - 1400 pg/ml .izz ug/m:
203 ¥ 400 ug/m
2 800 pg/ml 3800 g/l
§o2-
0.1 -
ﬂ 4
1 8 12 17 21
Jours Jours

Figure 7 : Effet du zinc sur la formation de biofilm chez la souche EC3.

Pour la souche EC4, la densité optique diminue principalement avec I'augmentation de
la durée jusqu’au 12%™¢ jour vis-a-vis de ZnO. Des pics de formation de biofilm ont été
enregistrés en présence de ZnCl, au cours du 1°" et du 8™ jour. L’exception remarquée est

en absence du ZnCl; durant le début d’incubation ou la souche a formé un biofilm modéré
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(0,12 £ DO £ 0,24), cette formation est devenue plus importante en présence du métal, en

particulier a une concentration égale a 50 ug/ml (Fig. 8).
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Figure 8 : Effet du zinc sur la formation de biofilm chez la souche ECA4.

11.2. Capacité de formation de biofilm mixte (Escherichia coli — Klebsiella oxytoca)

Le couple EC1-KO produit un biofilm d’une facon plus élevé dans un milieu sans ZnO

durant le 8™ et le 12®™¢ jour ainsi qu’en présence de 25 a 50 ug/ml de ZnCl; au cours de

8%™me jour. Par ailleurs, la formation de biofilm a été moins élevée en présence de ZnCl, par

rapport au ZnO apres une durée de 21 jours (Fig. 9).
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Figure 9 : Effet du zinc sur la formation de biofilm chez le couple EC1-KO.

Les résultats illustrés par la figure 10 indiquent que le couple EC2-KO est fortement

producteur de biofilm a partir du 1¢" jour. Une stabilité remarquable a été enregistrée vis-a-

vis des différentes concentrations de ZnO. En revanche, une valeur maximale de densité

optique a été notée avec la concentration 25 ug/ml de ZnCl, pendant le 8™ jour.

24




Résultats et discussion
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Figure 10 : Effet du zinc sur la formation de biofilm chez le couple EC2-KO.

Le couple EC3-KO montre une forte capacité de production du biofilm
approximativement stable durant toute la durée d’incubation en présence de différentes
concentrations de ZnO (p = 0,237). D’autre part, a une concentration faible de ZnCl, (25

ug/ml), une hyper augmentation de la densité optique a été notée au cours du 8™ jour

(Fig. 11).
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Figure 11 : Effet du zinc sur la formation de biofilm chez le couple EC3-KO.

Au premier jour d’incubation, le couple EC4-KO a été dans les meilleures conditions
de multiplication en absence et en présence de 25 pg/ml de ZnCl,. En ce qui concerne le
Zn0, ce dernier n’a pas inhibé la formation de biofilm durant toute la période d’incubation et
les densités optiques enregistrées sont globalement trés proches et supérieures a 0,24

(Fig. 12).
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Figure 12 : Effet du zinc sur la formation de biofilm chez le couple EC4-KO.

I1l. Discussion

La croissance rapide des bactéries et leur adhésion sont devenues une préoccupation
sérieuse pour la santé publique. Ces microorganismes sont a 'origine de contaminations
croisées persistantes, étant donné qu’ils sont associées aux biofilms qui sont souvent
chroniques et difficiles a éradiquer (Tremblay et al., 2014). Escherichia coli, la bactérie la
mieux connue et la plus étudiée, a la capacité de former un biofilm et entraine une
résistance accrue aux antibiotiques et aux désinfectants (Wang et al.,, 2014). Par
conséquent, l'exploration d'une nouvelle stratégie antibactérienne est importante et
imminente pour protéger 'homme contre les infections bactériennes (Majhi et al., 2020).
Les preuves accumulées ont démontré que les ions de zinc sont toxiques pour les cellules
bactériennes et elles ont été bien explorées contre les bactéries a Gram positif et a Gram

négatif (Yamamoto et Ishihama, 2005).

Dans la présente étude, I'effet anti-biofilm induit par le zinc, précisément ZnO et ZnCl,,
a été étudié par un test spectrophotométrique vis-a-vis de quatre souches d’Escherichia coli.
Majoritairement, les résultats obtenus ont montré que toutes les concentrations du zinc
testées (25 a 800 pg/ml) n‘ont pas un effet anti-biofilm efficace vis-a-vis des différentes
souches d’Escherichia coli a une température de 25°C, principalement aprés des durées
d’incubation importantes. Ce résultat pourrait s’expliquer par le fait que les souches testées
possedent des propriétés qui l'aident a former des biofilms méme sur des milieux contenir

des agents antibactériens comme le zinc. Ceci est témoigné par les contrdles (souches
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bactériennes sans métal) ou ils présentent une capacité forte de formatrice de biofilm, par

ailleurs, en présence du Zn, cette capacité a été diminuée légerement.

L’étude de Medeiros et al. (2013) est en accord avec nos résultats. lls sont montrés que
les ions de zinc n’ont pas un effet significatif sur les souches d’E.coli. Par contre, Wu et al.
(2013) ont montré que la croissance bactérienne d’E.coli au sein d’un biofilm a été réduite a
au moins 80 % du témoin a des concentrations de zinc de 100, 250 et 500 u mol/ I. De
méme, Danilova et al. (2020) ont déclaré que le zinc peut réduire la croissance bactérienne

et inhibe la formation de biofilm d’E.coli avec 4,6 a 6,8 fois par rapport au témoin.

La capacité de formation de biofilm par I'espece E.coli est expliquée par le fait qu’elle
possede différentes structures qui assurent son adhésion. D’apres Prigent-Combaret et al.
(2001), les organites adhésifs comme les fimbriaes et les curlis facilitent la communication
cellule-cellule et I'attachement initial aux surfaces. Ces organites sont codés par le fimB
(Protéine régulatrice — FimB) et le csgd (Protéine régulatrice de la transcription de I'opéron
CsgBAC) (Wood, 2009 ; Beloin et al., 2008). Aussi, la mobilité est un facteur essentiel a
I'adhésion ce qui est confirmée d’apres les expériences de Pratt et al. (1998). Bien qu’il a été
démontré qu’il y a d’autre génes améliorent la formation de biofilm, la mobilité et la
virulence d'Escherichia coli par son codage aux genes uvrY (Response regulator gene), csrA
(Carbon storage regulator), Hha (Hemolysin expression-modulating protein) et Ybal (Hha
toxicity modulator) restent des facteurs essentiels dans I'adhésion et la persistance au sein

d’un biofilm (Barrios et al., 2005).

Il est tres important d’expliquer aussi les résultats obtenus dans la présente étude par
la résistance des souches d’E.coli aux concentrations importantes de différentes formes du
zinc. Selon Sharma et al. (2016), Escherichia coli résiste généralement au stress de zinc grace
a des pompes d'efflux codées par divers genes de résistance tel que les transporteurs zntA
(Zn translocating P-type ATPase), zraP (Zinc resistance-associated protein) et hydG
(Transcriptional regulatory protein) et les systéemes d'absorption membranaire ZupT
(transporteur d'absorption du zinc). Ces génes sont impliqués dans la régulation de zinc et
sont connus pour étre importants pour conférer une résistance a sa concentration élevée

(Yamamoto et Ishihama, 2005).
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Lors de cette étude, 'augmentation de la durée de contact avec I'agent antibactérien
n’a pas d’effet important sur la formation de biofilm. Généralement, il a été démontré que la
formation de biofilm augmente principalement avec le temps (Shatila et al., 2021). En
revanche, la diminution, dans cette étude, de la densité optique des souches bactériennes
par rapport aux témoins pourrait s’expliquer d’'une part, par la diminution de la quantité des
nutriments dans le milieu de culture dans le temps et d’autre part, par un effet antibactérien
du zinc qui a permis une légere diminution de la charge bactérienne. D’apres Kumar et al.
(2017) et Pasquet et al. (2014), le zinc peut endommager les membranes bactériennes,
I'ADN et les protéines cellulaires, par conséquent, il peut entrainer l'inhibition de la
croissance bactérienne et éventuellement la mort bactérienne, mais cette activité
antibactérienne est influencée par certains facteurs tel que : le pH du milieu, le temps

d'exposition, la concentration et la présence de bactéries résistantes.

En ce qui concerne le biofilm mixte, cette étude montre qu’E.coli et Klebsiella oxytoca
représente un couple idéal pour la formation de cette structure. Cette derniere est basée sur
des interactions synergiques entre les co-colonisateurs (la co-agrégation et la co-adhésion).
Ce mode de vie offre de nombreux avantages pour la survie, I'alimentation croisée entre
eux, se prémunir contre divers dangers environnementaux et la limitation de l'acces de
potentiels agressions a I'ensemble de la population (Roisin, 2021 ; Filloux et Vallet, 2003).
De plus, K. oxytoca, est connue par sa capacité a former des biofilms via les pili de type 1 et 3
qui sont respectivement codées par les génes fimA (Major fimbrium subunit FimA type-1),
mrkA (Probable serine/threonine-protein k) et mrkD (Fimbria adhesin protein) (Juarez et
Galvan, 2018). Dans la méme idée, le modeéle généré par Ghasemian et al. (2019) indique
que les Klebsiella produisent des biofilms via plusieurs types d'adhésifs retrouvés a la fois
chez K. pneumoniae et K. oxytoca, principalement sous forme de capsule et de fimbriae type
1 et de type 3 (encodées par les génes mrkA et mrkD qui représentent les principales sous-
unités de rattachement). En outre, Sharma et al. (2016) et Goller (2006) ont montré que
d’autres facteurs de virulence décrits chez les klebsielles sont connus pour étre impliqués a
des degrés divers dans la formation de biofilms. Parmi ces facteurs : la présence des
polysaccharides capsulaires, l'intervention du systeme Quorum Sensing (communication

entre les cellules) a travers une synthése d’autoinducteurs (AL-2) ainsi que I'antigéne 43, le
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PGA (Poly-B-1,6 Nacétylglucosamine), la cellulose ou I'acide colanique qui ont un réle dans la

maturation du biofilm.

Selon la littérature, E. coli et K. oxytoca interagissent généralement entre eux par
différents mécanismes pour former un biofilm tels que le Quorum Sensing, I'adhésion des
cellules les unes aux autres (interactions physiques), la régulation au niveau moléculaire de
certaines voies de biosynthese ou la sécrétion de métabolites secondaires (interactions
chimiques). Toutes ces interactions sont dépendantes a I'’émergence de formation de biofilm
régulant par des facteurs environnementaux comme le taux d’oxygene, la température, le

pH, ou les nutriments disponibles (Roisin, 2021).

29



Conclusion et
perspectives



Conclusion et perspectives

Les résultats du suivi de la capacité d’Escherichia coli a former un biofilm soumise a

une exposition du zinc, permettent de tirer la conclusion suivante :

- A une température de 25°C, les souches d’Escherichia coli, isolées a partir d’'un milieu
hospitalier, sont capables a former un biofilm en absence et en présence des deux
formes du zinc ZnO; et ZnCl; ;

- Des densités optiques de la charge bactérienne trés importantes ont été enregistrées
vis-a-vis de différentes concentrations du zinc;

- Le zinc possede un effet antibactérien faible vis-a-vis des souches étudiées ;

- Le pouvoir adhérent se differe légérement en fonction de la concentration du métal
et de la durée d’incubation ;

- Une hyper-production de biofilm en mono-espéce et mixte (double espéece) a été
enregistrée surtout apres 14 jours ;

- Escherichia coli et Klebsiella oxytoca semble étre un couple idéale pour la formation

de biofilm méme en présence de I'agent antibactérien le zinc.

En perspective, et pour compléter et développer cette étude, il serait intéressant de :

- Etudier I'effet de différents facteurs comme le pH, 'humidité et la température
sur la capacité de formation de biofilm chez Escherichia coli ;

- Analyser les mécanismes d’adhésion et de formation de biofilm chez Escherichia coli
et mieux comprendre les cinétiques de leur constitution, afin d’améliorer les
stratégies anti-biofilms ;

- Etudier les biofilms hétérogenes afin de mieux comprendre les mécanismes de co-
régulation entre les différentes espéces bactériennes ;

- Déterminer I'impact de d’autres agents antibactériens et anti-biofilms et évoquer

leurs mécanismes inhibiteurs.
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Annexe

1. Composition du milieu de culture et du colorant (Source : www.aatbio.com ;

www.dufortlavigne.com ).

e Bouillon Tryptone-Soja (g/ litre d’eau distillée)

Peptone 20
Chlorure de sodium 5,0
Hydrogénophsphate de potassium 2,5
Glucose 2,5

pH=7,3 0,2 / autoclavage 15 min a 121°C.

e Solution de cristal violet (g/ litre d’eau distillée)

Nacl 09
Cristal violet 0,1%
Ethanol 95%
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2. Galerie biochimique miniaturisé APl 20 E.

(Source: http://www.biomerieux.com).

Annexe

Tableau 5 : Préparation et inoculation de la galerie miniaturisée APl 20 E

Type de Préparation .
L. e Inoculation de la e .
I’API Caractéristiques Galerie/inoculum galerie Lecture Identification

- Lecture directe
ou apres addition
de réactifs : se
référant au
tableau de L'identification
lecture spécifique .
S I API: est obtenue a
a ! I'aide d’un
- Les tests sont logiciel
regroupés en d’identification
groupe de 3, et apiwebTM.
une valeur (1, 2
ou 4) estindiquée

API20E pour chacun. Enter

- Destinée aux entérobactéries

et a autre bacilles a

- Comporte 20 tests
Gram négatif.

- Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartir environ 5 ml d’eau

distillée
- Faire une suspension bactérienne : cultures jeune dans un tube contenant 5 ml

- Déposer stérilement la galerie dans la boite d’incubation ;
d’eau distillée stérile.

dans les alvéoles pour créer une atmosphére humide ;

- Créer une anaérobiose dans les tests : ADH, LDC, ODC, URE, H2S en remplissant

- Remplir les tubes et les cupules des tests : CIT, VP, GEL avec la suspension
leur cupule d’huile de paraffine ;

bactérienne ;
- Remplir uniquement les tubes des autres tests ;

- Additionner a
I'intérieur de
chaque groupe les
nombres
correspondants
aux tests positifs.
Un nombre a7
chiffres est
obtenu, il

sert de code

d’identification.

manuellement
au clavier le
profil
numérique a 7
chiffres.
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Tableau 6 : Tableau de lecture de la galerie miniaturisée APl 20 E

(Source : http://www.biomerieux.com).

Test Groupements active Réactions / Enzymes Résultas
ONPG Ortho-nitro-phényle-B-D- Beta-galactosidase Negative Positive
Galactopyranoside Incolore jaune
ADH L-Arginine Arginine dihydrolase Jaune Rouge-Orangé
LDC L-Lysine Lysine décarboxylase Jaune Rouge-Orangé
oDC L-Orthine Ornithine Jaune Rouge-Orangé
décarboxylase
1CITI TriSodium citrate Utilisation de citrate Vert Bleu-vert/orange
H2s Thiosulfate de sodium Production de H2S Incolore Noir
URE Urée Uréase Jaune Rouge-Orangé
TDA Tryptophane Tryptophane TDA
désaminase Jaune ‘ Marron
IND Tryptophane Production d’indole Kovacs
Incolore ‘ Rose
1VPI Pyruvate de sodium Production VP1+
d’acétoine VP2
Incolore Rose/rouge
1GELI Gélatine (origine bovine) Gélatinase Pas de Diffusion de pigment
diffusion de noir
pigment noir
GLU Glucose Fermentation Bleu/bleu Jaune/jaune-gris
/oxydation Vert
MAN D-Mannitol Fermentation Bleu/bleu Jaune
/oxydation Vert
INO Inositol Fermentation Bleu/bleu Jaune
/oxydation Vert
SOR D-Sorbitol Fermentation Bleu/bleu Jaune
/oxydation Vert
RHA L-Rhamnose Fermentation Bleu/bleu Jaune
/oxydation Vert
SAC D-Saccharose Fermentation Bleu/bleu Jaune
/oxydation Vert
MEL D- Melibiose Fermentation Bleu/bleu Jaune
/oxydation Vert
AMY Amygdaline Fermentation Bleu/bleu Jaune
/oxydation Vert
ARA L-arabinose Fermentation Bleu/bleu Jaune
/oxydation Vert
Potassium nitrate Production de NO2 NIT 1+NIT 2, 2-3 min
Réduction Jaune Rouge
des nitrates
(GLU tube) Réduction au N2 Zn / 5
min
Orange-rouge jaune
OF-0 Glucose Oxydation du glucose Vert jaune
OF-F Glucose Fermentation du Vert jaune
glucose sous I’huile
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