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Partie | : Revue Bibliographique

l.  Le biofilm

1-1. Définition

Les biofilms bactériens sont des structures hétérogenes constituées d’agrégats de
populations bactériennes englobées dans une matrice exopolysaccharidique (1,2). Les

bactéries peuvent adhérer et former des biofilms sur des surfaces biotiques (tissus, peaux,

mugqueuses...) ou abiotiques (implants médicaux, coques de bateaux, rochers...) (3).

1-2. Etapes de formation du biofilm

Les bactéries initient la formation d’un biofiim en réponse a une pression
environnementale (manque d’oxygene, de nutriment, ou présence d’un traitement). Cinqg

étapes se distinguent lors de la formation des biofilms (Figure 1) (4).

Figure 1 : Représentation schématique des différentes étapes de formation d'un biofilm
(Van Houdt et Michiels, 2005)

1: Adhérence réversible; 2: Adhérence irréversible; 3: Développement précoce du
biofilm ; 4 : Maturation ; 5 : Détachement

1-2-1. Adhérence réversible

Dans un milieu liquide, les bactéries se déplacent grace a la force du flux et aux
mouvements de leurs flagelles (5,6). Lorsque les bactéries arrivent au contact d’une surface,
des forces d’attraction physico-chimiques (forces d’attraction de Van der Waals, forces
électrostatiques, interactions hydrophobes, interactions stériques) sont mises en jeu
permettant une interaction réversible entre la bactérie et la surface (7). La faible énergie de

ces liaisons explique la notion de « réversibilité ».
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D’autres parameétres interviennent dans cette étape tels que les conditions
environnementales (pH, osmolarité du milieu, température, concentration en oxygéne et en
nutriments (8)) mais aussi la nature du milieu (rugosité, polarité, hydrophobicité). Ainsi, les

bactéries adhérent mieux sur une surface rugueuse, hydrophobe et non polaire (8).

1-2-2. Adhérence irréversible

Suite a l'adhérence réversible, les bactéries se divisent, synthétisent des structures
d’adhérence (fimbriae, curli, pili, adhésine), et adhérent de maniére irréversible a la surface

(4,8). Les bactéries forment alors des amas sur la surface biotique ou abiotique.

1-2-3. Développement précoce du biofilm

Les bactéries se multiplient, s’agregent entre elles et produisent un exopolysaccharide.
Elles forment alors des microcolonies composées a la fois des bactéries initiales qui se
divisent mais aussi de nouvelles bactéries qui s’attachent sur le biofilm en formation. Ces

microcolonies sont alors protégées par la matrice exopolysaccharidique (9).

1-2-4. Maturation

La maturation du biofilm correspond d’une part, au développement des microcolonies
et, d’autre part, a la structuration du biofilm. Une modification du transcriptome, une
diminution de la synthése d’adhésines et de flagelles, et une augmentation de la synthése de
la matrice exopolysaccharidique sont observées (9). L'architecture complexe du biofilm se
met place. Des espaces séparant les microcolonies se forment, permettant I'acheminement
de I'oxygene et des nutriments nécessaires a la croissance des micro-organismes ainsi qu’a
I’élimination des déchets (10). Le biofilm mature est le site de gradients inverses en
nutriments, en oxygene et en déchets (Figure 2, page 19) (9,11). Les régions au centre des
agrégats bactériens sont généralement plus en anaérobiose et pauvres en nutriments, alors
que celles situées prés des canaux ou de l'interface entre le biofilm et le liquide sont mieux

oxygénées et plus riches en nutriments (12).

Dans le biofilm, les bactéries ont un métabolisme et un mode de croissance différents

des bactéries planctoniques (13).
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Pour coordonner ces modifications, les bactéries communiquent entre elles grace a un
systéme : le quorum sensing (14). Ce systéme, via la production de molécules diffusibles,
notamment autoinducer-2 chez Cutibacterium acnes (C. acnes) (15) permet aux bactéries
d’avoir une indication sur la densité cellulaire dans un environnement donné et ainsi de

réguler leur expression génétique.

pH gradientl

Nutrient
gradient

Oxygen is
consumed [,
faster than
the rate of
diffusion

Quorum sensing
gradient

Starving cells,

' & dormant cells,
£ VBNC cells, gg \_ AHL
~ 3
persisters

and dead cells — pm

G

Figure 2 : Le biofilm: site de gradients inverses

1-2-5. Détachement

Sur une surface donnée, la densité bactérienne peut atteindre 107 cellules/cm? (2).
Certaines bactéries peuvent se détacher du biofilm mature, retourner a un état planctonique
et se disperser dans le milieu environnant. Le phénoméne de détachement est dépendant

des signaux environnementaux mais aussi de la communication entre les bactéries.

Le détachement des bactéries, seule ou par amas, est un phénomeéne passif di aux

forces de flux du milieu.

Cependant, certains auteurs considérent que le détachement des bactéries est un
phénomeéne actif, initié par la bactérie elle-méme, pour coloniser de nouvelles surfaces, afin

de survivre lorsque I'espace et les nutriments deviennent limités au sein du biofilm (9).

Le biofilm bactérien constitue donc un réservoir de bactéries pouvant aller coloniser

d’autres surfaces (métastases septiques secondaires).
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1-3. Composition du biofilm

Le biofilm bactérien est une structure hétérogéne complexe, variable d’un biofilm a
I'autre selon les conditions environnementales et les micro-organismes qui le composent

(16).

Le biofilm bactérien est composé d’agrégats de micro-organismes, séparés par des
espaces libres permettant la circulation de fluides nécessaires a I'lapport de nutriments et

d’oxygene mais aussi a I’élimination des produits de dégradation (17).

Le développement de I'architecture des biofilms bactériens est en grande partie lié a la
production de la matrice extracellulaire par les bactéries du biofilm. La matrice
extracellulaire inclut tous les éléments du biofilm autre que les micro-organismes. Cette
structure hautement hydratée, peut contenir jusqu’a 99 % d’eau (18). Elle est composée, de
plus, de polyméres polysaccharidiques (19) sécrétés par les micro-organismes, des produits
de dégradation, des substances provenant du milieux extérieurs mais aussi de I’ADN, de

I’ARN et des lipides (20) (Tableau 1).

Tableau 1 : Composition du biofilm bactérien
Composés Fraction
Bactéries 1-2%
Eau 87-99 %
Polysaccharides 40-95 %
Matrice . Protéines <1a60%
extracellulaire 2-5%
Acides Nucléiques <1a10%
Lipides <13a40%
1-4. Technigues d’analyse in vitro du biofilm au laboratoire
1-4-1. Méthodes d’étude de la biomasse totale

Crystal Violet

Le principe de cette méthode sera décrit dans le paragraphe « Matériel et Méthodes »

(21,22).
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Syto9

Les marqueurs SYTO® sont des molécules ayant une fluorescence intrinseque nulle.
Lorsqu’ils se lient a des acides nucléiques, ils émettent une fluorescence importante. Ces
fluorophores diffusent a travers toutes les membranes cellulaires. Ainsi, le Syto9 se lie aux
acides nucléiques des bactéries vivantes et mortes mais aussi a la matrice extracellulaire. Ce

marqueur permet donc de quantifier la biomasse totale du biofilm (23).

1-4-2. Méthode d’étude de la matrice : le DMMB

Le DMMB (1,9 dimethyl methylene blue) est une molécule qui se lie aux polysaccharides
de la matrice du biofilm par complexation. Aprés ajout d’une solution de décomplexation, le
taux de colorant libéré est mesuré par spectrophotométrie. La densité optique obtenue est

alors proportionnelle a la quantité de polysaccharides de la matrice du biofilm (24).

1-4-3. Méthodes de la viabilité cellulaire

Sel de tétrazolium

Le sel de tétrazolium est un composé jaune qui est réduit par les bactéries
métaboliquement actives en composé orange : le formasan. Le formasan peut étre quantifié
par spectrophotométrie. Cette méthode permet ainsi de quantifier les cellules viables,

métaboliquement actives, présentes dans un biofilm (25).

Résazurine

La résazurine est un colorant bleu pouvant étre réduit en résorufine (composé rose
fluorescent) par les bactéries viables. La quantité de résorufine, mesurée par fluorimétrie,
est proportionnelle au nombre de bactéries métaboliguement actives présentes dans le

milieu (26, 27).

FDA : fluorescéine diacétate

La FDA est une molécule non fluorescente capable de traverser les membranes de toutes
les cellules. Ce marqueur est hydrolysé en composé jaune trés fluorescent, par les estérases

bactériennes. Ce marqueur quantifie le nombre de cellules viables (23).
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1-4-4. BioFilm Ring Test®

Le principe de cette méthode sera décrit dans la section « Matériel et Méthodes » (28).

1-4-5. Méthodes dynamiques en flux

Les cuves a flux continu ou « flow cell », sont des petites chambres continuellement
approvisionnées en éléments nutritifs via la « Media bottle », avec un systeme d’élimination
des déchets la « Waste bottle » (Figure 3 (29)). Ce systeme permet d’observer la formation
d’un biofilm a l'interface solide-liquide grace [I'utilisation d’'un microscope confocal a
balayage laser (30) et de reproduire les conditions auxquelles il est exposé dans son

environnement naturel. Il est, de plus, possible de modifier les conditions hydrodynamiques.

Media bottle Pump Bubble traps Flow channels Wasle bottlej

Figure 3 : Schéma de I'étude du biofilm en cuves a flux continu ou "flow cell" (Tolker- Nielsen et

al., 2014)

e Les biofilms bactériens sont des structures hétérogenes constituées d’agrégats de
populations bactériennes englobées dans une matrice exopolysaccharidique,

pouvant se développer sur des surfaces biotiques et abiotiques.

e |l existe de nombreuses techniques d’analyses in vitro des biofilms au laboratoire

permettant I’étude de cette structure complexe.
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Importance clinique des biofilms

2-1. Résistances des bactéries au sein des biofilms
2-1-1. Résistance des biofilms a divers agents antimicrobiens
Les bactéries d’un biofilm sont généralement moins sensibles aux antibiotiques et aux

désinfectants que les bactéries sous formes planctoniques. En 2007, Coenye et al., (15) ont

montré, in vitro, une plus grande résistance aux antibiotiques de C. acnes lorsque cette

bactérie est dans un biofilm plutét que sous forme planctonique. Les concentrations

d’antibiotiques nécessaires pour inhiber les bactéries du biofilm sont de 100-1000 fois plus

importantes que celles utilisées pour les bactéries planctoniques (31). Plusieurs facteurs

peuvent expliquer cette plus grande résistance aux agents antimicrobiens :

La matrice polymérique agit comme une barriere réduisant la diffusion des agents
antimicrobiens aux bactéries contenues dans le biofilm. Les charges électrostatiques
a la surface de la matrice polymérique peuvent aussi interagir avec certains agents
antimicrobiens. Par exemple, les aminosides chargées positivement interagissent

avec les exopolysaccharides de la matrice chargés négativement (32).

Les bactéries au centre des agrégats bactériens ont un moins bon accés a I'oxygéne
et aux nutriments, elles sont donc moins actives métaboliguement et ont un taux de
croissance faible, elles sont dites en dormance (33). Du fait de leur mécanisme
d’action, de nombreux antibiotiques, comme les B-lactamines, s’averent moins

efficaces sur ces bactéries métaboliguement peu actives (34).

Enfin, la proximité spatiale des bactéries au sein du biofilm favorise le transfert
horizontal de matériel génétique pouvant contenir des génes de résistance aux

antibiotiques et ainsi favoriser I'antibiorésistance (35).
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2-1-2. Résistance des biofilms au systéme immunitaire

Le biofilm protege les bactéries vis-a-vis du systeme immunitaire. Deux facteurs peuvent

étre évoqueés :

e La taille du biofilm est un frein au processus de phagocytose. Lors de ce processus, les
cellules phagocytaires pénetrent difficilement dans la matrice extracellulaire, et

deviennent plus vulnérables a I'action inactivatrice des enzymes bactériennes (36).

e La matrice polymérique entourant le biofilm est une barriere physique empéchant la

reconnaissance des antigenes bactériens par les anticorps (1).
L'immunité cellulaire et humorale ne permettent donc pas d’éliminer le biofilm.

2-2. Infections impliquant les biofilms bactériens

Les biofilms bactériens sont responsables du développement ou de I'exacerbation
d’infections chroniques telles que les endocardites infectieuses (37), la mucoviscidose (38),
la pathologie cutanée inflammatoire chronique qu’est I'acné (39), les infections urinaires
récidivantes (40), et contribuent également aux infections nosocomiales, en se développant

sur divers dispositifs implantés (41) (sondes urinaires, cathéters, prothéses, pacemakers ...).

2-3. Traitement des infections bactériennes liées aux biofilms

En raison de la grande résistance/tolérance des bactéries au sein des biofilms, I'objectif
premier est d’empécher son établissement. Certaines regles concernant les dispositifs
médicaux sont a respecter : limiter leurs utilisations aux recommandations des sociétés
savantes, les implanter dans des conditions d’hygiéne stricte et les garder en place le moins
de temps possible. Plusieurs études préconisent I'utilisation de dispositifs médicaux
imprégnés d’argent (42), de substances hydrophiles (43) ou de substances antimicrobiennes

(44) afin de lutter contre la formation du biofilm.

En cas d’infection liée au matériel implanté, I'ablation de ce dernier est recommandée,
son maintien exposant a des risques d’échec thérapeutique (45). Par exemple, la Haute
Autorité de Santé recommande pour la prise en charge d’une infection sur prothése de
hanche ou de genou dans le mois suivant I'implantation de réaliser un changement en un

temps de la prothese infectée (46).
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Si I’état du patient contre-indique le retrait du matériel en place, d’autres stratégies

peuvent étre mises en place :
e L|’antibiothérapie

L'intérét de I'antibiothérapie est de ralentir la formation du biofilm, d’éliminer les
bactéries planctoniques et de limiter I'activité des bactéries en surface (10). Dans des
contextes d’infection sur matériel en orthopédie, l'utilisation d’antibiotiques pouvant
pénétrer le biofilm, tels que la rifampicine, les fluoroquinolones est nécessaire. Le

cotrimoxazole ou les glycopeptides pénétrent, eux, moins bien dans le biofilm (47,48).
e Eradication de la matrice extracellulaire

La matrice exopolysaccharidique est un élément indispensable au développement du
biofilm bactérien. Comme nous I'avons vu précédemment, elle est composée en majorité
d’eau, mais aussi de polysaccharides, de protéines associées a des lipides et des acides
nucléiques. L'intérét d’éradiquer cette matrice est de pouvoir, ensuite, exposer les micro-

organismes, aux agents antimicrobiens.

En fonction de la composition de la matrice extracellulaire, différentes enzymes
(protéases, cellulases, polysaccharide dépolymérases, alginate-lyases) semblent pouvoir étre
utilisées pour éradiquer cette matrice (45). Certains bactériophages, produisant des enzymes
telles que la polysaccharide dépolymérase, ont montré une certaine efficacité sur la

dégradation de la matrice extracellulaire (49).
e Eradication des bactéries persistantes

Cette stratégie consisterait a détruire les bactéries persistantes en profondeur du biofilm

(45).
e Inhibition de la communication entre les bactéries : inhibition du quorum sensing

Le quorum sensing joue un role dans la communication des bactéries entre elles et dans
la maturation du biofilm (44). Des molécules, comme les furanones (43) (analogues

structuraux des homosérines lactones), interféreraient dans les voies de signalisation du
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quorum sensing et ainsi perturberaient I'établissement du biofilm. En 2011, une étude a

montré I'intérét de I'utilisation de ces molécules en association avec des antibiotiques (50).
e Vaccin anti-biofilm

L'objectif de I'utilisation d’un vaccin anti-biofilm serait d’immuniser un patient contre
certains antigénes bactériens exprimés lors de I'adhérence initiale (adhésines) ou dans le
biofilm mature (polysaccharides de la matrice) afin d’empécher le développement du

biofilm.

e Les bactéries contenues dans un biofilm sont moins sensibles aux antibiotiques et a

I'action du systéme immunitaire.

e Plusieurs stratégies existent afin de lutter contre ces structures complexes en

thérapeutique.
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. L'acné

3-1. Epidémiologie

En France, on estime que 15 millions de personnes sont touchés par I'acné. Chez
I'adolescent la prévalence se situe entre 70-80 % (51). L'age de début de I'acné est
légérement plus précoce chez la jeune fille que chez le jeune homme (11 ans versus 12 ans)
avec un pic dans les deux sexes aux alentours de 15-16 ans (51). L'acné modérée a sévére

représente 20 % des acnés (51).

3-2. Physiopathologie

L’acné est une dermatose inflammatoire chronique qui touche les glandes pilo-sébacées
(52) et induit des lésions inflammatoires apparaissant principalement au niveau du dos, du

visage, du cou, du tronc et des bras (53).

Le follicule pilo-sébacé est I'élément essentiel de I'acné. Cette cavité constituée d’un poil
fin contenu dans un canal, s’enfonce dans le derme. De part et d’autre de cette invagination,

on retrouve des glandes sébacées, contenant les sébocytes qui sécrétent le sébum (Figure

4),
7
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Figure 4 : Schéma représentatif du follicule pilo
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Le sébum est constitué de lipides, en majorité des triglycérides, permettant de former un
film hydrolipidique, protecteur pour la peau (Figure 5). Le sébum est déversé dans le canal

excréteur (le canal infundibulaire) et s’écoule dans la couche cornée.

3% 2%

8%
B Triglycérides
B Esters de cire
M Acides gras libres

Squalénes
® Ester de Cholestérol

m Cholestérol

Figure 5 : Composition en lipides du sébum

Trois facteurs jouent un role clef dans le développement de I'acné : une hyperséborrhée,
une kératinisation infundibulaire et une colonisation de la peau par C. acnes (anciennement
Propionibacterium acnes) connue pour intervenir dans le développement et le maintien du

processus inflammatoire local cutané (54).

3-2-1. L’hyperséborrhée
L'hyperséborrhée est la conséquence d’une production massive de sébum par les

glandes sébacées, dont la composition peut également étre modifiée (55).
Les causes de cette production excessive de sébum sont multiples :

e Hyperandrogénie

Les hormones androgenes d’origine  surrénalienne ou gonadique (la
déhydroépiandrostérone, la delta 4 androstestenedione ou la testostérone) sont
transformées en hormone active, la dihydrotestostérone (DHT) au sein du sébocyte. La DHT

se fixe a son récepteur cytosolique puis pénetre dans le noyau de la cellule sébacée et se lie
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a un récepteur nucléaire au niveau du domaine ARE de I’ADN. La transcription de I’ADN en

ARNm induit la synthése de protéines et d’enzymes nécessaires a la production de sébum

(56) (Figure 6).

Lors de la puberté, la synthese d’androgenes augmentent induisant une hyperséborrhée

physiologique (57).
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Figure 6 : Action des androgeénes sur le sébocyte

DHA = dihydroépiandrostérone ; 4-A = A4-A = Ad-androsténedione ; T = testostérone ; DHT =
dihydrotestostérone ; SHBG = Sex Hormone Binding Globulin ; 3HSD = 3BHSD = 3B-
hydroxystéroidedéshydrogénase ; 17HSD = 17BHSD = 17B-hydroxystéroide-déshydrogénase ; 5-
réductase = 5-aréductase ; AR : récepteur aux androgenes
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e Hypersensibilité des récepteurs cytosoliques aux androgéenes

Chez les patients acnéiques, on observe une augmentation du nombre de récepteurs,
notamment les récepteurs PPAR a, B, y, au niveau de la glande sébacée. Les acides gras
libres, les androgénes, I'acide linoléique peuvent se lier a ces récepteurs, qui se lient ensuite

aux récepteurs RXR des rétinoides.

Ce complexe induit :

Des modifications de la prolifération et de la différenciation des sébocytes ;

Une stimulation de la lipogenése ;

La production d’Interleukine-1 (IL-1) et de Tumor Necrosis a (TNF-a) par les glandes

sébacées qui sont des médiateurs de la réaction inflammatoire.

Modification de la composition du sébum

Une modification de la composition du sébum est observée chez les patients acnéiques
avec une augmentation des cires, des squalénes, des acides gras saturés et une diminution
du cholestérol et des acides gras insaturés. Ces modifications qualitatives du sébum
conduisant a une inversion de la balance entre lipides pro-inflammatoires et lipides anti-

inflammatoires (55).

e L'IGF-1 (insuline growth factor 1)

Ce facteur de croissance majeur de la puberté, produit par le foie, est stimulé par

I’hnormone de croissance (GH). Les connaissances actuelles montrent que I'lGF-1 :

- Active la prolifération locale des kératinocytes dans les cellules épithéliales et les

sébocytes (58-62) ;

- Favorise la synthese des hormones androgénes en stimulant les ovaires et les

testicules ;

- Favorise la lipogenése via 'activation de la voie IGF-1/ PI-3K/ AKT en augmentant la

guantité de triglycérides produits (63).
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L'IGF-1 induit donc une perturbation de I'équilibre et de la composition du sébum et

favoriserait la comédogeneése.

e Neurohormones et neuropeptides

En 2003, Chiu et al., (64) suggerent un lien entre stress et acné. Chez 19 étudiants en
situation de stress liée aux examens, les auteurs montrent qu’ils présentent une
exacerbation des lésions d’acné. Plusieurs hormones sont libérées en situation de stress

notamment la CRH (Corticotropine Releasing Hormone) et la substance P.
La CRH

Cette hormone est libérée par les neurones hypothalamiques en situation de stress. En
2009, Isard et al., (65) ont montré que C. acnes stimulait la production de CRH par les

kératinocytes.
Cette hormone induit :

- La lipogenése en augmentant |‘expression de la 3B-HSD (hydroxy-steroid

deshydrogenase), enzyme responsable de la synthése des androgénes ;
- Un effet pro-inflammatoire en stimulant la synthése d’IL-6 et d’IL-8 par les sébocytes.
La substance P

Ce neuropeptide est relargué dans les fibres nerveuses du derme en situation de stress.
Sa libération induit une réponse pro-inflammatoire au niveau cutané. Au sein des glandes
sébacées, la substance P stimule la prolifération des sébocytes et la production de sébum
(66). En 2002, une étude a montré que les fibres nerveuses des peaux acnéiques contenaient
plus de substance P que les peaux saines (67). Actuellement, une étude est menée dans
'unité de recherche U1232 équipe 2, afin d’évaluer I'effet de la substance P sur la
production de biofilm par deux bactéries de I'acné : C. acnes et Staphylococcus epidermidis

(S. epidermidis).

31



3-2-2. L’hyperkératinisation
La kératinisation infundibulaire est due a des anomalies de la prolifération et de la

différentiation kératinocytaire au niveau du canal infundibulaire. Ce phénomeéne provoque :
e Une hyperprolifération des kératinocytes au niveau du canal infundibulaire ;
e Une augmentation de leur adhérence ;
e Une diminution de leur desquamation physiologique.

Ainsi, le sébum produit s’écoule moins bien par le canal infundibulaire. Cette rétention

du sébum conduit a la formation de comédons (68).

3-2-3. Colonisation de la peau par C. acnes

Le role essentiel de C. acnes dans le développement et le maintien de I'acné sera

développé largement dans le paragraphe 4-4.

3-3. Aspects clinigues

3-3-1. Scores d’évaluation de I’acné

L’évaluation de I'acné prend en compte deux types de mesures :

- La mesure de I'impact de I'acné sur la qualité de vie : score Skindex 16, Cardiff acne

disability index (69) ;

- La mesure de I'activité de la maladie : score ECLA (décompte par type de Iésions sur

le visage) (70), échelle GEA (échelle d’évaluation globale de I'acné) (71).

La Haute Autorité de Santé (HAS), recommande, a ce jour, d’utiliser I'échelle Global Acne

Evaluation (GEA) comme outil d’évaluation de I'acné (Figure 7, page 33) (72).
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Pratiquement | Rares comédons ouverts ou fermés disperses

Figure 7 : Echelle GEA évaluant le degré de sévérité de I'acné (Dréno et al., 2011)

3-3-2. Facteurs associés a la sévérité de I'acné

En 2007, plusieurs études cliniques ont montré qu’un antécédent familial d’acné au
premier degré était associé a une fréquence plus importante d’apparition de I’'acné, a un
début plus précoce, a une résistance et a une rechute apres une traitement par isotrétinoide

(73).

Le role de I'alimentation comme facteur associé a I'acné est parfois décrit, cependant

aucune étude clinique n’a pu montrer un réel lien (74).

Les relations entre stress/acné et facteurs hormonaux/acné sont établies, comme nous
avons pu le démontrer ci-dessus. En effet le stress et les facteurs hormonaux induisent une
hyperséborrhée qui est un des facteurs clef de I'acné. Enfin, les épisodes de poussées
menstruelles, la cigarette chez la femme et une alimentation sucrée seraient également

corrélés a des acnés plus séveres (51).

3-3-3. Formes cliniques de d’acné

e Acné polymorphe juvénile (75) ou acné vulgaire. Elle touche 70 a 80 % des

adolescents (57). Il s’agit d’'une dermatose bénigne, mais inesthétique, qui
commence par quelques lésions rétentionnelles (comédons fermés ou ouverts) avant
la puberté et se termine avant 20 ans. Elle touche principalement le visage et est
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habituellement mixte rétentionnelle et inflammatoire (papules rouges, pustules,

nodules).

Acné de 'adulte (75)

o Chez la femme, il s’agit d’'une acné le plus souvent a prédominance
inflammatoire, située sur les régions mandibulaires et le menton, avec des

poussées prémenstruelles.

o Chez I'homme, il s’agit d’'une acné inflammatoire papulo-nodulaire

prédominant sur le dos.

Acné du nouveau-né, du nourrisson et de I'enfant (76). L’acné du nouveau-né est

fréquente (20 %) probablement due au fonctionnement de I’axe gonadotrope. Elle se
présente sous la forme de comédons fermés des joues et plus rarement de lésions
inflammatoires, associés a une hyperséborrhée. Elle est souvent modérée et disparait
en un a trois mois. L'acné du nourrisson et de I'enfant est plus rare et est associée

souvent a une pathologie hormonale.

Formes modérées a séveres (77) qui représentent 20 % des patients atteints d’acné

(78)

o Acné nodulaire (anciennement nodulo-kystique) est une atteinte d’évolution
cicatricielle. Elle touche surtout les hommes de 18-30 ans. Les localisations
préférentielles sont le visage, le cou, le tronc parfois les fesses et les racines
des membres. Cette acné est définie par I'existence de comédons
multiporaux, des Iésions rétentionnelles et inflammatoires et des nodules qui

peuvent s’abcéder.

o Acné conglobata est une acné nodulaire suppurative chronique, d’apparition
grave d’emblée. Cette acné associe des nodules (multiples, volumineux,
douloureux pouvant fistuliser), des comédons multipores et des tunnels

suppuratifs (79).

o Acné fulminans est la forme la plus grave de I'acné. Elle touche principalement

les adolescents de sexe masculin. Le tableau clinique est d’apparition brutale
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avec des lésions inflammatoires, douloureuses qui peuvent se fistuliser et étre
ulcéro-nécrotiques. En plus des Iésions cutanées, cette forme s’accompagne
de signes généraux, notamment d’une hyperthermie, d’une altération de

I’état général et d’arthralgies.

3-4. Traitement de I'acné

L'algorithme thérapeutique de I'acné, publié par la Société Francaise de Dermatologie, se
base sur I'échelle GEA (Figure 10, page 40). Selon les indications, les antibiotiques sont
utilisés, soit par voie topique, soit par voie générale. L'intérét d’utiliser des antibiotiques est
de réduire la quantité de C. acnes afin de diminuer I'inflammation, la lipogenese et la

comédogeneése.

3-4-1. Les antibiotiques par voie topique

Les antibiotiques par voie topique sont I’érythromycine et la clindamycine utilisés en gel

ou en solution.

L’érythromycine est un macrolide naturel, a 14 chainons. Cet antibiotique se fixe a la
sous-unité 50S du ribosome bactérien (au niveau du domaine V de 'ARNr 23S), entrainant
un blocage de la sortie du polypeptide, une libération prématurée du peptidyl-ARNt et une
inhibition de la translocation du ribosome. Cette famille d’antibiotique inhibe ainsi la

synthese protéique.

La clindamycine est un antibiotique obtenu par hémisynthése, de la famille des

lincosamides. Son mécanisme d’action est similaire a celui des macrolides.

L'utilisation de ces antibiotiques par voie locale est réservée aux formes inflammatoires
papulo-pustuleuses de I'acné légere polymorphe juvénile (Grade 2 de I'échelle GEA) en cas
d’échec du traitement d’attaque (80). lls sont administrés en association avec un rétinoide

local ou I'acide azélaique, afin de limiter la sélection de bactéries résistantes (81).

3-4-2. Les antibiotiques par voie générale

Selon les recommandations, la doxycycline et la lymécycline peuvent étre utilisées par

voie systémique. L'érythromycine orale peut aussi étre prescrite mais compte tenu du faible
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niveau de preuve de son efficacité, sa prescription est réservée a des situations

exceptionnelles (80).

La doxycycline et la lymécycline appartiennent a la famille des tétracyclines et inhibent la
synthese protéique en se fixant sur I’ARNr 16S de la sous unité 30S du ribosome bactérien.
Les tétracyclines interagissent avec les hélices 31, 34, et 44 qui sont les sites de liaison de
I’ARNt. Ainsi, par encombrement stérique, elles empéchent la liaison de I'aminoacyl-ARNt
sur le complexe ARNm-ribosome. Ces molécules interferent aussi avec les systemes

enzymatiques de la bactérie par un mécanisme de complexation ionique. (82)

Les antibiotiques par voie systémique, sont utilisés en deuxiéme intention apres échec
du traitement d’attaque dans les acnés dites |égéres (Grade 2 de I'échelle GEA), et sont
prescrits dans les acnés moyennes (Grade 3 de I'échelle GEA) a séveres (Grade 4 de I'échelle
GEA) comme traitement d’attaque (80). Ces molécules doivent étre combinées a un

traitement local associant le peroxyde de benzoyle et un rétinoide local (83).

3-4-3. Substance anti-biofilm : la Myrtacine®

Avec l'augmentation des résistances aux antibiotiques de C. acnes, de nouvelles

approches thérapeutiques ont été étudiées.

Une nouvelle molécule l'isopropyl acetate extraite de feuilles de Myrtus communis
(Myrtacine®) a été étudiée pour son activité anti-biofilm sur des souches de C. acnes. Dans
une étude publiée en 2016, Feuillolay et al., ont montré, in vitro, que cette molécule
diminuait la formation du biofilm de C. acnes (Figure 8, page 37) et avait un effet significatif
sur le biofilm mature apres seulement 5 minutes de contact. De plus, les auteurs ont montré
que l'effet anti-biofilm de cette molécule était amplifié lorsqu’elle était associée aux

antibiotiques (érythromycine et clindamycine) (84).
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Figure 8 : Evaluation du nombre de cellules adhérentes (log CFU/cm? ; n = 2 ; moyenne +SD) de C. acnes a
différents temps (5 h, 24 h et 48 h) aprés ajout de différentes concentrations de Myrtacine® (0,1 %, 0,01 % et
0,001 %) (Feuillolay et al., 2016)

3-4-4, Vers un vaccin contre I’acné ?

En 2018, Wang et al., (85) ont montré le role essentiel du facteur CAMP (Christie, Atkins,
Munch-Peterson facteur) de C. acnes dans la réponse inflammatoire de I'acné. Dans leur
publication, les auteurs ont montré qu’en vaccinant des souris avec ce facteur de virulence
cela réduisait la croissance de cette bactérie et la production d’une cytokine pro-
inflammatoire MIP-2 (homologue murin de I'IL-8). Ces résultats ont été retrouvés ex vivo,
lorsque les auteurs ont co-cultivé des explants de peau de patients acnéiques avec des
anticorps monoclonaux ciblant le facteur CAMP. Les taux de cytokines pro-inflammatoires
(IL-8 et IL-1B) étaient significativement plus bas lorsque les explants étaient co-cultivés avec

des anticorps monoclonaux ciblant le facteur CAMP (Figure 9, page 38).
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Figure 9 : Effet d'un anticorps monoclonal ciblant le facteur CAMP de C. acnes sur le taux de cytokines

pro-inflammatoires (IL-8 et IL-1B) (Wang et al., 2018)

(d) Des explants de peau, isolés de patient non acnéique (NAL), ont été séparés en deux morceaux égaux.
Le premier morceau a été incubé avec un anticorps monoclonal (IgG1) ciblant le facteur CAMP de C.
acnes durant 24h (« CAMP factor »). La deuxiéme partie est incubée avec un anticorps monoclonal
(AgHBs) servant de control (« C »). Le taux de la cytokine pro-inflammatoire IL-8 a été quantifié par une
mesure de type ELISA. Cette expérience a été renouvelée avec des explants de peau isolés de patients

acnéiques (AL).

(e) Le protocole de la figure (d) a été refait mais en mesurant cette fois-ci de taux de la cytokine pro-

inflammatoire IL-1B par une technique ELISA.

D’autres auteurs ont soulignés I'intérét de ce facteur CAMP comme cible potentielle

pour un futur vaccin contre l'acné (86). Ce facteur de virulence étant sécrété, u
vaccination ciblant le facteur CAMP présente moins de risque de perturber |'écosysteme

la peau (87).
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L'acné est une dermatose inflammatoire chronique qui touche les glandes pilo-

sébacées et induit des lésions inflammatoires.

Trois facteurs jouent un rble clef dans le développement de l'acné: une
hyperséborrhée, une kératinisation infundibulaire et une colonisation par C. acnes
connue pour intervenir dans le développement et le maintien du processus

inflammatoire local cutané.

L'algorithme thérapeutique de I'acné, publié par la Société Francaise de
Dermatologie, se base sur I’échelle GEA. Selon le critére de gravité, les antibiotiques

peuvent étre utilisés soit par voie topique, soit par voie générale.

La Myrtacine® semble étre une molécule intéressante pour son activité anti-biofilm

sur les souches de C. acnes.
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IV.  Cutibacterium acnes

C. acnes a été isolé pour la premiére fois, il y a plus de cent ans, chez un patient souffrant
d’une maladie cutanée chronique (88). Cette bactérie a connu une errance taxonomique,
classée parmi les Bacillus par Gilchrist en 1900 puis parmi les Corynebacterium par Eberson
en 1918 (89). En 1946, Douglas et Gunter (90) ont montré que cette espéece bactérienne
était plus proche du genre Propionibacterium puisqu’elle fermente le lactose en acide

propionique en atmosphere anaérobie (88,89).

4-1. Taxonomie et phylogénie de C. acnhes

En 1909, Orla Jensen (88) décrit le genre Propionibacterium appartenant a la classe des
Actinobacteria et a l'ordre des Propionibacteriales (51,89,90) constitué d’espéces qui

produisent de I’acide propionique lors de la fermentation.

Au sein de ce genre, les especes sont classiquement séparées en « Proprionibactéries
dites classiques » et en « Propionibactéries dites cutanées» (94). Dans le groupe
« Propionibactéries dites classiques » on retrouve les especes isolées de produits laitiers,
notamment Propionibacterium freudenreichii dont la concentration est importante dans les

fromages suisses (95).

En 2016, Scholz et Kilian (94) ont établi, sur la base d’analyses génomiques (ARNr 16S et
core génome), un nouvel arbre phylogénétique. Les auteurs ont proposé de reclasser les
especes de l'ancien genre Proprionibacterium en quatre genres distincts (96) (Figure 11,

page 42) :

e Acidipropionibacterium gen. nov. A. jensenii, A. thoenii, A. acidipropionici, A.

microaerophilum, A. damnosum et A. olivae

e Cutibacterium gen. nov. C. acnes, C. avidum, C. granulosum, C. namnetense et C.
humerusii

e Pseudopropionibacterium gen. nov. P. propionicum

e Propionibacterium : P. freudenreichii, P. cyclohexanicum, P. acidifaciens et P.

australiense
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C. acnes a d’abord été divisé en trois groupes phylogénétiques : IA, IB et 1l (97), puis en
quatre groupes : IA, IB, Il et Il (98), puis en cing groupes : IA, IB, IC, Il et Il (99), et enfin en
six groupes : 1A1, 1A, 1B, IC, Il et 1l en fonction des techniques utilisées (100).

Dekio et al., ont proposé en 2015 que chaque phylotype de C. acnes correspondent a une
sous espéces. Ainsi, les phylotypes | et Il correspondent a C. acnes subsp. acnes et le
phylotype Il a C. acnes subsp. elongatum (101).

En 2016, McDowell et al., ont proposé de renommer les phylotypes | et Il
respectivement en C. acnes subsp. acnes et C. acnes subsp. defendens sur la base de
différences phylogénétiques mais aussi sur le pourcentage d’hybridation ADN-ADN inférieur

3 80 % (102).

Cutibactérium acnes acnes ATCC6919 T (AB042288)
Cutibacterium acnes defendens ATCC11828 T (AB573714)
Cutibacterium acnes elongatum K124 T (ABT77861)
Cutibacterium namnetense NTS31307302 T (KM507346)
Pseudop prog DSMZ43307 T (AJ315953)
Cutibacterium avidum ATCG25577 T (KF906606)
Cutibacterium granulosum DSMZ20700 T (AJ003057)
Acidipropionibacterium jensenii DSM20535 T (AJ704571)
Acidipropionibacterium thoenii NCFB568 T (AJ704572)
Acidiropionibactenum acidipropionici NCFBST0 T (AJ704569)
Acidipr i fum mi ophilum M5 T (AF234623)

DSMZ20271 T (X53217)

—] P y JCM21245 T (AB639145)
Propionibacterium acidifaciens JCM16571 T (ABS65481)

Propionibacterium australiensis LCDCS8A0T2 T (AF225962)

Escherichia coll K-12 MG1655 T (U00096)

0.14 0.2 0.10 0.08 0.06 0.04 0.02 0.00

Figure 11 : Arbre phylogénétique suite a I'analyse de 16 séquences nucléotidiques de 1173pb du géne codant

pour I'ARNr 16S de différents Propionibacteriaceae (Corvec et al., 2019)

4-2. Niche écologique et caractéristiques bactériologiques de C. acnhes

4-2-1. Habitat

C. acnes est une bactérie de la flore commensale cutanée. Elle colonise les follicules
pileux et les glandes sébacées. Elle peut également étre présente sur les muqueuses de la

bouche, du nez, du tractus urogénital et du gros intestin (103) (Figure 12, page 43).
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Figure 12 : Abondance cutanée relative des espéces de Cutibacterium (Achermann

etal., 2014)

En 2009, Grice et al., étudient la composition du microbiome cutané de dix patients par
séquencage du gene codant pour I’ARNr 16S (104). Trois genres bactériens étaient plus
fréquemment retrouvés : les proprionibactéries (23 %), les corynébactéries (22,8 %) et les
staphylocoques (16,8 %). Les proprionibactéries étaient majoritaires au niveau des sites
riches en glandes sébacées (visage, cuir chevelu, poitrine, dos), mais aussi au niveau de
zones cutanées seches et humides comme les fesses, ’avant-bras, l'intérieur du coude et le

nombril (103) (Figure 13 page 44).

43



@ Clabella

@ Alar crease

@ External auditory
canal

@ Nare

@ Manubrium

. Axillary vault

.l\nn seubital
fossa

9@0.00.

B
~

.an ar

forearm

2
‘v

) ®Hypothonar
palm

r. nterdigital
web space
@ Inguinal crease

@ Umbilicus

@ Toe web space

Actinobacteria
B Corynebacteriaceae
W Propionbacteriaceae
B Micrococciaceae
I Other Actinobacteria

| Bacteroidotes
[ Cyanobacteria
Firmicutes

- Other Frmicutes
B Staphylococcaceae

et Cluteal®

Retroaurcular@®

crease

Occipnt @

Back@®

Buttock®

crease

Popliteal fosso @

Plantar heel@®

GGQ%GQO

[ Proteobacteria

] Divisions contributing <1%
Unclassified
® Sebaceous

® Moist
® Dy

Figure 13 : Distribution des bactéries selon le site cutané (Grice et al., 2011)

4-2-2, Caractéres morphologiques, biochimiques et culturaux

C. acnes est un bacille a Gram positif anaérobie préférentiel, mesurant de 0,5 a 0,8 um
de diametre et de 1 a 5 um de long. Ce bacille immobile est non sporulé. Des formes

coccoides, bifides ou ramifiées peuvent étre parfois observées (Figure 14).
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Figure 14 : Cutibacterium acnes (coloration de Gram)

44



C. acnes produit de I'acide lactique, de I'acide proprionique et de I'acide acétique a
partir du glucose. Cette bactérie est catalase positive (a la différence des autres bacilles a
Gram positif anaérobies a I'exception des Actinomyces), et réduit les nitrates en nitrites.
Dans 70 % des cas (54), C. acnes est indole positif permettant ainsi de le différencier de C.

avidum et C. granulosum qui sont indole négatif (Tableau 2).

Tableau 2 : Caractéristiques phénotypiques permettant de différencier les différentes espéces du genre

Cutibacterium (Aubin et al., 2016b)

Acidification Hydrolyse Réduction | Hydrolyse
Production
Bactéries de des de la Hémolyse
Sucrose | Maltose i d’indole . o
I’esculine nitrates gélatine
C. acnes - - - + + + d
C. avidum + + + - - + I
C. granulosum + + - - - - _
P. freudenreichii - - + - d _ _
A. jensenii + + + - - - -
A. thoenii + + + - R R +
A. acidipropionici + + + - + - _
A. lvmphophilum d + - R d R -
+:90 % ou plus de souches positives ; - : 90 % ou plus de souches négatives ; d : 11-89 % de souches positives.

La culture de C. acnes peut se faire sur différents milieux, qu’ils soient solides (gélose
au sang, Schaedler, sang cuit, Brucella) ou liquide (BHI ou flacon d’hémoculture) en

atmosphere anaérobie ou en microaérophilie (54).

Cette bactérie est un germe a croissance lente (comparée aux autres bactéries
anaérobies strictes) avec un temps de division d’environ 5 heures (105). La température de

croissance idéale se situe entre 30-37°C et le pH optimal est entre 6,0-7,0 (54).

Apres 72h d’incubation sur gélose au sang, les colonies de C. acnes mesurent entre 1-
2 mm de diametre, sont brillantes, circulaires, opaques et jaunatres. Une B-hémolyse sur
gélose Schaedler (SCH) est observée avec les souches de C. acnes appartenant au phylotype |

(1A, 1Az, 1B) (102,106) contrairement aux isolats des phylotypes Il et Il (Figure 15, page 46).
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Figure 15 : Pouvoir hémolytique de C. acnes sur gélose SCH en fonction de son phylotype (Corvec et al., 2015)

(A) Souche de C. acnes phylotype IA;
(B) Souche de C. acnes phylotype Il

4-3. Pouvoir pathogene

En 2004, le premier isolat de C. acnes (KPA 171202, souche de phylotype IB isolée sur la

peau) a été séquencé (107).

Le génome de C. acnes, est constitué d’un seul chromosome circulaire codant pour 2333

génes potentiels (107) (Figure 16).

Propionibacterium

Figure 16 : Carte génétique du chromosome de C. acnes (Briiggemann et al., 2005)

En vert et jaune : séquences codantes, En rouge : flots génomiques
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4-3-1. Facteurs de virulence

Le séquencage de ce micro-organisme en 2004 (107), a permis de rapporter la présence

de multiples facteurs de virulence chez cette bactérie (108).

Certains facteurs de virulence identifiés, sont impliqués dans I'adhérence ou l'interaction

avec le tissu hote : PPA 1983, PPA 1906, GroEL, Dnak, Dnal et GrpE (108).

D’autres facteurs, sont des enzymes permettant la dégradation du tissu de ’"h6te comme
les lipases, les estérases, la hyaluronate lyase (dégradation de I'acide hyaluronique), des

endoglycéraminidases, des sialidases et diverses peptidases extracellulaires (109).

En 2005, Briiggemann et al ., (108) ont suggéré la présence de cing génes ayant environ
32 % d’homologie avec le facteur CAMP de Streptococcus agalactiae. Ces facteurs CAMPs
seraient exprimés a la surface de la bactérie mais aussi sécrétés dans le milieu extérieur
comme une exotoxine (110,111). Le facteur CAMP1 interagirait avec les Toll-like receptor-2
(TLR2), induisant une augmentation d’IL-8 (cytokine pro-inflammatoire). Le facteur CAMP1
serait donc impliqué dans la réponse inflammatoire (112). Les facteurs CAMPs,
particulierement le facteur CAMP2, possedent une activité hémolytique lorsqu’ils sont
associés a la shingomyélinase de I'hGte. Cette activité hémolytique aurait un effet
cytotoxique sur les kératinocytes humains et les macrophages, et contribuerait ainsi a

I’envahissement cellulaire (111) (Figure 17, page 48 (113)) .
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TypelA/IB Type Il Type llI

Figure 17 : Facteurs de virulence de C. acnes (d'aprés Mayslich et al., 2021)

Représentation non exhaustive des protéines sécrétées et/ou ancrées dans la paroi cellulaire. HYL correspond a la hyaluronate lyase.
Le variant HYL-IB/Il présente un niveau d'activité élevé et le variant HYL-IA un niveau d'activité plus faible. LPXTG correspond a la
séquence peptidique reconnue par la sortase. (+) correspond a une expression fort (?) correspond a une présence dans le phylotype

pas encore déterminée.
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4-3-2. Capacité a former un biofilm

Outre les facteurs de virulence, d’autres génes impliqués dans la biosynthese du biofilm
sont retrouvés dans le génome de cette bactérie (glycoltransferase, uridine diphosphate-N-
acétylglucosamine 2-épimérase et des protéines nécessaires a la biosynthése des

polysaccharides) (107,114) .

C. acnes est un pathogene opportuniste. Il est notamment responsable d’infections
chroniques ostéo-articulaires suite a la pose de prothéses grace a sa capacité a former du
biofilm (115). Lors d’une dépose de prothese de hanche infectée, Tunney et al., ont montré
ex-vivo par microscopie confocale, la présence d’agrégats de cellules de C. acnes englués en

biofilm et attachés a la prothése (116).

Cette bactérie est capable de former du biofilm aussi bien in vitro sur différents types de
surfaces (plagues 96 puits (15,117) (Figure 18), billes de verre (118,119) (Figure 19), titane,
acier ou silicone (91,120,121) (Figure 20, page 50)) qu’in vivo (116).

Figure 18 : Microscopie électronique a balayage d'un biofilm d'isolat de C. acnes (souche AD49, phylotype II)

formé sur du plastique (Holmberg et al., 2009)

Figure 19 : Microscopie électronique du biofilm formé par la souche de C. acnes KPA171202, phylotype IB

sur une bille de verre (Jahns et al., 2016). 49



Biofilm

Figure 20 : Biofilm formé par la souche de C. acnes ATCC11827 (phylotype 1A;), par microscopie

électronique, sur une tige d’acier inoxydable (Achermann et al., 2014).

In vitro, une souche de C. acnes forme un biofilm précoce puis mature entre 18 et 96
heures en fonction de la technique utilisée. Différents facteurs peuvent influencer la
capacité a produire du biofilm de C. acnes : le milieu de culture utilisé, I'inoculum de départ

(117,122,123), la présence de plasma (117), la rugosité de la surface du biomatériaux (122).

Dans une étude patients acnéiques versus patients sains publiée en 2012, Jahns et al., se
sont intéressés a la capacité de C. acnes a former du biofilm (124). Par des techniques
d’immunofluorescence, les auteurs ont montré que C. acnes pouvait former des
macrocolonies composées d’au moins 1000 cellules bactériennes, pouvant, selon les critéres
de Parsek et Singh (121), étre considérées comme du biofilm. Les auteurs ont montré que
chez 14 des 38 patients acnéiques, soit 37 % des patients acnéiques de I'étude, C. acnes est
présent dans le follicule pilo-sébacé sous forme de macrocolonies/biofilm. Alors que
seulement 5 des 38 patients sains, soit 13 % des patients sains présentaient du C. acnes sous

forme de macrocolonies (Figure 21, page 51).

Ainsi, les auteurs suggérent que cette bactérie peut former du biofilm au sein des
follicules pilosébacés, lui permettant de se protéger vis-a-vis du systeme immunitaire mais
aussi des antibiotiques. De plus, les auteurs suggerent que la production de biofilm est plus

importante chez les patients acnéiques que chez les patients sains.
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Figure 21 : C. acnes sous forme de macrocolonie (Jahns et al., 2012)

4-4. Role de C. acnes dans |'acné

4-4-1. C. acnes et inflammation

La colonisation du follicule pilo-sébacé par C. acnes entraine une libération de différents
enzymes, mais aussi une stimulation de la réponse immunitaire innée via les TLRs et le
récepteur CD36 (125). Toutes ces interactions participent a I'induction de I'inflammation au

niveau du follicule pilo-sébacé par C. acnes (Figure 24, page 56).

e Roble des enzymes

C. acnes sécretent différentes enzymes tels que des lipases, des hyaluronidases et des

protéases (109).

Les lipases, dont celle codée par le gene gehA, hydrolysent les triglycérides (composant
majoritaire du sébum) en glycérol et en acides gras (113). Ces derniers ont une activité pro-
inflammatoire mais sont aussi de puissants attractants pour les polynucléaires neutrophiles

(PNN).

Les hyaluronidases hydrolysent I’acide hyaluronique de la matrice extracellulaire, et les
protéases dégradent la kératine. Ces deux enzymes favorisent la dégradation de la matrice
extracellulaire et le détachement des kératinocytes, entrainant ainsi la libération de

médiateurs inflammatoires (113).
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e Roéle de 'immunité innée

Les TLRs sont des récepteurs transmembranaires de l'immunité innée. Les TLRs
reconnaissent les Pathogen-associated molecular pattern (PAMPs), qui sont des motifs
moléculaires associés a des pathogénes tels que les lipopolysaccharides, les peptidoglycanes

ou les acides lipoteichoiques des bactéries (126).

L’activation des récepteurs TLRs entrainent une cascade de signalisation intracellulaire,
aboutissant a 'activation de deux voies de signalisation, la voie du Nuclear Factor-KappaB
(NFkB) et celle des Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK). Ces deux voies concourent a la
synthése de génes pro-inflammatoires, codant pour des cytokines et des métalloprotéinases

matricielles (127,128) (Figure 22).

Espace

N
extracellulaire P. acnes

Cytoplasme

Signalisation
Intracellulaire

[ Cytokine et

métalloprotéases
matricielles

Figure 22 : C. acnes et immunité innée (Renaud, 2014)

C. acnes est reconnu via :

- Les TLR2 au niveau des sébocytes (125) ;

- Les TLR2 et TLR4 au niveau des kératinocytes (129) ;
- Le TLR2 au niveau des monocytes (130).

Les cytokines produites suite a la reconnaissance de C. acnes par les TLRs, sont

principalement IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12, TNFa (131), IL-17 (132). Ces cytokines sont des
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médiateurs solubles de I'inflammation au niveau du follicule pilo-sébacé et favorisent le

recrutement des PNN au niveau des lésions de I'acné.

Le récepteur CD36, qui appartient a la famille des récepteurs Scavenger, est exprimé a la
surface des monocytes, des macrophages, et de certains endothéliums. Ce récepteur
reconnait différents motifs présents sur le pathogene permettant leur adhérence puis leur
internalisation. De plus, ce récepteur participe au processus inflammatoire par la production

d’especes réactives de I'oxygene (ROS) (133).

e Role des peptides anti-microbiens : B-défensine-2 (hBD-2), LL-37

Les peptides anti-microbiens sont synthétisés au niveau des kératinocytes suite a
I'activation des TLR-2 et TLR-4 (134). Ces peptides stimulent a leur tour les TLRs, permettant
ainsi une amplification de la réaction inflammatoire (135). lls ont, de plus, des effets chimio-

attractants sur les PNN (136,137).

e Roble des métalloprotéinases matricielles (MMPs)

Les métalloprotéases matricielles MMP-1, -3, -9, appartiennent au groupe des
endopeptidases (gélatinases, collagénase, stromélysines, matrilysines). Elles sont produites
au niveau des sébocytes et des kératinocytes (129) suite a l'activation du systéme
immunitaire innée. Les MMPs favorisent la rupture de la paroi du follicule pilo-sébacé, la

diffusion de I'inflammation vers la profondeur ainsi que la formation de cicatrices (137,138).

e Role de l'inflammasome

L'inflammasome est un complexe multiprotéique présent au niveau de certains
leucocytes. Il est activé par de nombreuses bactéries, en réponse a des signaux de danger.
Ce complexe se forme par oligomérisation d’un récepteur (NLR, ALR ou RLR), d’un
adaptateur (ASC) et de la caspase-1, I'effecteur de ce complexe (139). L'inflammasome
induit le clivage protéolytique de différentes caspases entrainant la synthése de cytokines

pro-inflammatoires (140) (Figure 23, page 54).
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Figure 23 : Schéma général du fonctionnement de NLRP3 (Jamilloux et al., 2013)

Qin et al., (141) ont montré que C. acnes pouvait activer l'inflammasome formé du
complexe Nod-Like Receptor Protein 3 (NLRP-3)/ ACS (protéine activatrice)/ caspase-1 au niveau
des cellules monocytaires. La liaison de C. acnes sur l'inflammasome libére la caspase-1

active. Cette caspase va alors induire le clivage de Pro-IL-1B en IL-1pB active (141,142).

IL-1B est une cytokine majeure de la réponse inflammatoire, elle est notamment

impliquée dans (139) :
- Ll’induction de la fiévre au niveau cérébral ;

- La stimulation de la moelle osseuse a l'origine de I’hyperleucocytose et de la

thrombocytose ;

- Llinduction et le recrutement des PNN et des cellules inflammatoires au site de

I'infection ;

- L’induction de sa propre expression et de I'expression de génes codant pour d’autres
cytokines inflammatoires (TNF-a ou IL-6) provoquant une véritable cascade pro-

inflammatoire.
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e Roble des espéces réactives de I'oxygene (ROS)

En réponse a I'activation par C. acnes des récepteurs CD36, les kératinocytes peuvent
produire des quantités massives de ROS. Parmi les ROS produits, on retrouve l'anion
superoxydes, le péroxyde d’hydrogene, I'oxyde nitrique, le peroxynitrite. Le réle de ces ROS
est d’éliminer la bactérie. Cependant, comme il s’agit d’especes hautement réactives, la

libération des ROS entraine aussi une lyse kératinocytaire.
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4-4-2, C. acnes et comédogenése

e Roéle de la cytokine IL-1a

L'IL-1a est une cytokine produite suite a I'interaction entre des motifs PAMPs et le TLR-2
au niveau des kératinocytes (143—-145). La quantité I'lL-1a produite est plus importante
lorsque les kératinocytes sont en présence de C. acnes par rapport a des kératinocytes non

stimulés (144,145).

En 2013, Selway et al. ont étudié des follicules pilosébacés microdisséqués en présence
I'lL-1a. Les auteurs ont montré que I'exposition in vitro des follicules pilosébacés a I'lL-1a

favorise la prolifération des kératinocytes, participant ainsi a la comédogeneése (143).

e Roéle des kératinocytes

Akaza et al., (145) ont étudié, in vitro, 'effet de C. acnes sur le taux d’expression d’ARNm
au niveau des kératinocytes. Leurs résultats ont montré que C. acnes n’était pas seulement
impliqué dans l'induction de linflammation mais jouerait aussi un rdéle dans la
différenciation des kératinocytes. Ainsi, C. acnes stimulerait la prolifération et I'expression
de protéines kératinocytaires telles que les intégrines (146), et la filagrine (147) induisant

ainsi la formation de microcomédons.

Les intégrines sont des hétérodimeres constitués de deux sous-unités associées a et B.
Ces protéines sont des récepteurs transmembranaires indispensables aux liaisons entre les
cellules et la matrice extracellulaire. De plus, ces intégrines sont nécessaires a la locomotion
cellulaire, la transduction d’un signal et la liaison avec le cytosquelette. Enfin, ces protéines
interviennent aussi dans la régulation de la prolifération et de la migration kératinocytaire

(148).

C. acnes augmenterait |'expression de certaines intégrines transmembranaires,
notamment l'intégrine B1, qui contréle la migration, la prolifération et la différenciation des
kératinocytes. Ainsi, C. acnes en modulant I'expression de ces intégrines, induirait la

formation de micro comédon en modulant la prolifération des kératinocytes.

La filagrine est une protéine synthétisée sous la forme d’un précurseur la profilagrine au
niveau de la couche granuleuse. La profilagrine va étre phosphorylée et stockée dans le
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cytoplasme des kératinocytes granuleux sous forme de granules de kératohyaline. Lors du
processus de cornification, la profilagrine est dé-phosphorylée puis protéolysée en sous
unités monomériques de filagrine. La filagrine s’associe ensuite en filaments intermédiaires
de kératines formant ainsi la matrice cytoplasmique des cornéocytes indispensable pour la
protection de la peau. Chez un patient sain, la filagrine est localisée dans la couche cornée.
Une récente étude (147) a montré que C. acnes augmente |'expression de la filagrine au
niveau des couches basales et intermédiaires de I'épiderme, suggérant ainsi que cette

bactérie modulerait la phase terminale de différenciation des kératinocytes.
e Rbledel'lL-8

L'IL- 8 est un médiateur de I'inflammation, jouant un réle de chemoattractant vis-a-vis
des PNN. Les PNN s’accumulent dans les follicules (149) et liberent leurs enzymes

lysosomales entrainant une rupture du follicule (150).

L’IL-8 favorise aussi la prolifération des kératinocytes. En effet, des niveaux élevés d’IL-8
contribueraient a la prolifération excessive des kératinocytes canalaires en favorisant la

comédogeneése.
e Roble de I'lGF-1
L'IGF-1 permet I'induction de la prolifération des kératinocytes in vivo et in vitro.

Isard et al., (151) ont montré que I'IGF-1 était surexprimé dans I'épiderme de patients
acnéiques par rapport aux patients sains. Ainsi, C. acnes augmenterait I'expression de I'lGF-
1. L'IGF-1 induirait alors une prolifération (58—62), une différenciation et une inhibition de

I'apoptose des kératinocytes, favorisant la comédogenese.

4-4-3, C. acnes et hyperséborrhée

L'hyperséborrhée est I'un des trois facteurs clefs de I'acné. Cette production accrue de
sébum, ainsi que la modification de sa composition, essentiellement sous le controle des
androgenes, favorise la prolifération de C. acnes au sein de l'unité pilo-sébacée en étant sa

principale source nutritionnelle (152).
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e Réle du CRH

En 2009, Isard et al., (65) ont montré que C. acnes stimulait la production de CRH au
niveau des kératinocytes. Cette hormone est connue pour favoriser la lipogenése en

augmentant I'expression de la 3B-HSD (enzyme responsable de la synthése des androgenes).

e Roéle de la Diacylglycérol AcylTransférase (DGAT)

La DGAT est une acyltransferase qui catalyse la derniere étape de la biosynthése des
triglycérides (composant majoritaire de sébum). En 2009, linuma et al., (153) ont montré,
sur des sébocytes de hamster, que C. acnes stimulait I'activité de la DGAT. Ainsi, C. acnes

favoriserait la lipogenése en augmentant la synthése des triglycérides.
e Roble de I'lGF-1

Comme vu précédemment, C. acnes augmenterait la sécrétion de I'lGF-1 (151). En 2008,
Vora et al., ont observé une corrélation entre le taux de I'lGF-1 et la quantité de sébum

(154).

Il semblerait donc que I'augmentation de I'expression de I'lGF-1 soit responsable d’une

augmentation de la production de sébum.

4-4-4, C. acnes, biofilm et acné

La capacité de C. acnes a former du biofilm est largement acquise dans les infections

ostéo-articulaire.

Outre les facteurs de virulence, plusieurs genes présents sur le génome de C. acnes
(codant pour la glycosyltransférase, 'uridine diphosphate-Nacetylglucosamine 2-épimérase
et la biosynthése des polysaccharidesprotéines) sont également potentiellement impliqués

dans la formation du biofilm.

En 2007, Burkart et al., (155) ont suggéré que C. acnes formerait une sorte de glue au
niveau du follicule pilo-sébaccé, augmentant son adhérence aux kératinocytes et participant

ainsi a la formation du comédon.

En 2012, une étude cas-témoins réalisée sur des biopsies de peau du visage a montré,

pour la premiere fois, que C. acnes pouvait se développer sous forme de macrocolonies
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produisant de grands biofilms en profondeur dans les follicules pilo-sébacés. Cette étude a
de plus mis en évidence que la présence de biofilms de C. acnes était significativement plus

élevée chez les patients acnéiques (37 %) que chez des patients sains (13 %) (124).

Cette présence de biofilm dans les lésions d’acné expliquerait ainsi le retard de

pénétration et la résistance aux antibiotiques acquise dans cette pathologie.

4-4-5, Microbiote cutané, acné et C. acnes

Avec l'essor des méthodes génomiques, le microbiote cutané a été de plus en plus
étudié. Il est composé d’un ensemble de micro-organismes (156) (bactéries, champignons,
levures, virus, archées et acariens principalement le Demodex) résidant dans et sur la peau.
Les bactéries cutanées appartiennent a quatre principaux phyla : Actinobacteria (51,8 %),
Firmicutes (24,4 %), Proteobactéria (16,5 %), Bacteroidetes (6,3 %) (104). La majorité des
bactéries identifiées appartiennent aux genres Corynebacterium (22,8 % ; Actinobacteria),
Propionibacterium (23,0 % ; Actinobacteria) et Staphylococcus (16,8 % ; Firmicutes) (104).
L’acquisition du microbiote cutané se fait au stade précoce de la naissance. In utéro, la peau
du foetus est stérile. Selon le mode d’accouchement (césarienne ou par voie basse), le
nouveau-né se colonise, avec les bactéries des flores cutanées ou vaginales de la maman

(157).

Le microbiote cutané est un acteur essentiel de la barriere cutanée, assurant une
défense efficace contre les pathogenes mais permettant aussi le maintien de l'intégrité
épidermique. De récentes publications ont souligné le réle fondamental de deux bactéries :
S. epidermidis et de C. acnes dans le maintien de ’homéostasie cutané (Figure 25, page 61)

(158,159).

S. epidermidis est un cocci a Gram positif, appartenant a I'embranchement des
Firmicutes, et au genre Staphylococcus. Cette bactérie est présente notamment au niveau

des zones humides cutanées (voutes plantaire, plis poplité...).
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Ces deux bactéries ont une relation symbiotique avec le systéme cutané et participent a
I'inhibition de la croissance de bactéries pathogenes telles que Staphylococcus aureus (S.

aureus) :

e En favorisant une compétition pour les nutriments due a I'occupation de ces deux

bactéries dans la niche écologique ;

e En désensibilisant les TLRs par une exposition continue de ces bactéries, permettant

ainsi une diminution du processus pro-inflammatoire (103) ;

e En induisant la synthése de peptides antimicrobiens (AMPs) tels que les béta
défensines humaines, les cathélicidines par les cellules immunitaires (monocytes,
macrophages, cellules dendritiques) mais aussi par les cellules de [I'héte

(kératinocytes) (160).

Enfin, ces bactéries sécretent des bactériocines, des métalloprotéases, des
endopeptidase sérine protéases permettant d’inhiber I'adhérence de souches pathogenes

de S. epidermidis et de S. aureus capables de former du biofilm (161).

Pathogens

Epidermis

Dermis

AMPs Antimicrobial peptides
(human beta defensina, catheliciding)

PSMs Phenol-soluble modulins

Immune cells

(monocytes, macrophages, Esp Endopeptidase serine protease
dendritic cells, resident-T cells) FFAs Free fatty acids
<10K elements secreted by S. epidermidis
= TLRs (Toll-ike receptors)
E
5;.: & Cutibacterium acnes
3
B @ Staphylococeus epidermidis

Staphylococcus aureus

Figure 25 : Roles de S. epidermidis et C. acnes dans les interactions entre les bactéries et
la peau sain (Fourniére et al., 2020)
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Lorsque la barriere cutanée est perturbée (augmentation du pH de la peau, perte d’eau,
desquamation de la peau...), un glissement entre le commensalisme et le pouvoir pathogéne
est observé. Ainsi, dans de nombreuses pathologies dermatologiques, notamment I'acné, un
déséquilibre du microbiote cutané ou dysbiose est observé avec la présence de souches

« virulentes » de C. acnes et de S. epidermidis sous forme de biofilm (162).

Dans une étude de 2016, Barnard et al., ont comparé I'abondance relative des espéces
bactériennes retrouvées dans les follicules pileux de patients sains versus patients acnéiques
(163). Les auteurs ont remarqué que C. acnes était la bactérie prédominante chez tous les
individus au niveau cutané. En revanche, ils n’ont pas retrouvé de réelle différence, en
termes d’abondance relative des espéeces bactériennes, entre les individus sains et les

patients acnéiques (Figure 26).
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Figure 26 : Analyses de I'abondance relative des espéces bactériennes retrouvées dans les follicules pileux de

patients acnéiques versus patients sains (Barnard et al., 2016b)

Suite a ces résultats, Dagnelie et al., se sont intéressés aux phylotypes de C. acnes
présents, au niveau du visage et du dos, de patients acnéiques et de patients sains (164).
Dans cette étude, 36 patients ont été inclus, 24 patients acnéiques et 12 patients sains. Pour
chaque patient deux prélévements cutanés (visage et dos) ont été réalisés. Les auteurs ont
remarqué une perte de la diversité des phylotypes de C. acnes chez les patients acnéiques
par rapport au groupe sain, au niveau du visage mais aussi du dos. De plus, les auteurs ont
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remarqué une sur-représentation des souches appartenant au phylotype 1A1 chez les

patients acnéiques par rapport aux patients sains (Figure 27).
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Figure 27 : Phylotypes de C. acnes chez patients sains versus patients acnéiques

(Dagnelie et al., 2018)

L'acné ne serait donc pas liée a une différence d’abondance d’especes bactériennes
(augmentation de la quantité de C. acnes) mais plutét a une perte de la diversité des
phylotypes de C. acnes avec une prédominance du phylotype IA; (modification de la
répartition des phylotypes). Les souches de C. acnes appartenant au phylotype |A;
produisent des niveaux plus élevés de facteurs de virulence (triacylglycérol lipase (165),
porphyrines (166), hyaluronate lyase (167) et le facteur CAMP (52)) que les souches

appartenant aux autres phylotypes.

Cependant, comme nous l'avons souligné plus haut, S. epidermidis semble avoir

également un réle crucial dans le maintien du microbiote cutané (168).
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Une étude récente (169) s’est intéressée a I'impact du profil de colonisation de C. acnes
et de S. epidermidis sur la réponse inflammatoire cutanée. Les auteurs ont utilisé des
modeles d’explants cutanés humains co-cultivés avec des ratios bactériens différents de S.
epidermidis et de C. acnes. lls ont ensuite étudié différents marqueurs de l'inflammation
cutanée. Cette étude a montré qu’au sein du microbiote cutané, un déséquilibre entre ces
deux bactéries commensales induisait une activation de I'immunité innée. De plus, les
auteurs ont noté que S. epidermidis semble avoir un réle plus important que C. acnes sur

I'induction des marqueurs de 'immunité innée, notamment sur la sécrétion d’IL-6.

Ces résultats ameénent a rediscuter du réle de S. epidermidis dans l'acné. La
physiopathologie de I’'acné ainsi que le réle de chaque acteur dans cette pathologie ne

semblent pas encore totalement élucidés.

4-5. C. acnes et résistance au traitement antibiotique

L'intérét d’utiliser des antibiotiques est de diminuer le nombre de C. acnes au niveau du
follicule pilo sébacé afin de diminuer I'inflammation, la lipogenése et la comédogenese. Les
antibiotiques recommandés par la Société Francaise de Dermatologie sont I’érythromycine,
la clindamycine, la doxycycline et la lymécycline. Cependant, beaucoup de patients ne
répondent pas ou rechutent rapidement en raison de I'antibiorésistance ou de I'impact du

biofilm (170,171).

4-5-1. Résistance aux macrolides et aux lincosamides: érythromycine et

clindamycine

Quatre groupes de C. acnes ont été définis selon le mécanisme de résistance aux

macrolides (172) :

- Les groupes |, lll, IV sont associés a des mutations ponctuelles au niveau du domaine

V de I’ARN 23S en position 2057, 2058 et 2059 (173) ;

- Le groupe Il est associé a I'acquisition du gene erm(X) pour erytromycin ribosomal
methylation, codant pour une enzyme ERM qui induit une diméthylation de I’ARNr

23S (174).
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Le groupe | est le plus fréquent, et le groupe Il est le plus rare. Ces mécanismes de
résistance aboutissent a une modification de la cible, empéchant l'interaction entre le

macrolide et le ribosome bactérien.

En 2020, Aoki et al., (175) ont isolé huit souches de C. acnes hautement résistantes aux
macrolides et a la clindamycine n’ayant pas de mutation de I’ARN 23S, ni d’acquisition du
géne erm. Le séquencgage du génome entier a révélé la présence d’un plasmide pTZC1 de
31440 pB portant un gene de résistance aux macrolides — clindamycine erm(50) et un géne
de résistance aux tétracyclines tet(W). Des expériences de transconjugaison ont démontré
que ce plasmide pTZC1 était transférable horizontalement parmi les souches de C. acnes et
conférait une résistance de haut niveau aux macrolides, a la clindamycine et aux

tétracyclines.

4-5-2, Résistance aux tétracyclines : doxycycline et lymécycline

Deux mécanismes peuvent étre a |'origine de la résistance de C. acnes aux tétracyclines :

- Une mutation ponctuelle de la cible en position 1058 de I’ARNr 16S de la sous unité

30S du ribosome bactérien ;

- Lacquisition du gene tet(W), induisant une protection du ribosome par

encombrement stérique (175).

Les résistances aux cyclines sont le plus souvent liées a une mutation G1058C dans le
gene codant pour I’ARN 16S de C. acnes (176,177). Un traitement de I'acné par des doses
sub-optimales de doxycycline a été proposé, afin d’obtenir I'action anti-inflammatoire sans

activité antibactérienne pour limiter I'acquisition de résistance (178,179) .

4-5-3, Epidémiologie des résistances de C. acnes aux antibiotiques
Selon certains auteurs, le traitement topique par antibiotique favoriserait I’'émergence

de résistance a I'érythromycine et a la clindamycine chez C. acnes (180,181).

En 2003, une étude européenne a été menée chez 622 patients acnéiques afin d’évaluer
les taux de résistance des souches de C. acnes isolées (182). Le taux de résistance était

particulierement élevé dans certains pays notamment I'Espagne avec un taux de 91 % de
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résistance combinée a I'érythromycine et a la clindamycine. Les résistances aux cyclines
étaient plus rares, avec une prévalence la plus élevée au Royaume Uni avec 26,4 % de

souches résistantes.

Dans une étude frangaise, menée en 2010 sur 273 patients acnéiques, les résistances a
I’érythromycine et a la doxycycline des souches de C. acnes étaient respectivement de 75,1

% et de 9,5 % (183) (Tableau 3, page 67).

e (. acnes est un bacille a Gram positif appartenant a la flore commensale cutanée,

ayant de nombreux facteurs de virulence et capable de former du biofilm.

e (. acnes et S. epidermidis jouent un rble fondamental dans le maintien de

I’"homeostasie cutané.

e Dans l'acné, on observe une dysbiose avec une sur-représentation des phylotypes IA;

et des souches « virulentes » de C. acnes.
e (. acnes participe a I'inflammation, a la comédogenése et a I'hyperséborrhée.

e De nombreuses souches de C. acnes sont résistantes aux macrolides et dans une

moindre mesure aux tétracyclines.
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Tableau 3 : Différents taux de résistance de C. acnes aux antibiotiques chez des patients acnéiques dans différents pays (Platsidaki et al., 2018 (185))

Etude Pavs. Date Nombre de Résistance globale Résistance a la Résistance a Résistance a la
¥ patients inclus, n aux ATB, n (%) Clindamycine, n (%) I’Erythromycine, n (%) Doxycycline, n (%)
1 .
Moon (186) Korea, 2011 | 100 (30souches dep 11(36.7) 9 (30) 8 (26,7) 2(6,7)
acnes isolées)
34,5 % en 1991 e _ .
Coates (181) UK, 1991-2000 4274 55,5 % en 2000 1997 :48 % 1997 :57,.6 % NR
1997 72 72 (100) 65 (90,3) 68 (94,4) NR
Colombia, 0 0 0 0
Mendoza (187) 2005,2006 100 40 % 15 % 35% 9%
Nothern 0 0 0
Gonzalez (188) Mexico, 2010 49 37 (75,5) 36 % 46 % 20%
Hong Kong, 111 (P. acnes isolée 0
Luk (189) 2009 de 86 patients) 47 (54,7) 53.5% 18 (20,9) 14 (16,3)
Abdel- Egypt, 2011- 115 (P. acnes isolée
Fattah(190) 2012 de 98 patients) NR 65 (66,3) 48 (49) 6(6,1)
Ross (182) 1999-2001 672
UK NR 50 % 50 % NR
Greece NR 75 % 75 % NR
Hungary 51% 45 % 45 % NR
Italy NR 58 % 58 % NR
Spain 94 % 91 % 91 % NR
Sweden NR 45 % 45 % NR
Dumont (183) France, 2010 273 NR NR 205 (75,1 %) 26 (9,5 %)

NR : non renseigné
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Partie Il

l.  Obijectifs

Dans un premier temps, ce travail a consisté a la mise au point, de la technique du
Biofilm Ring Test® (BRT), adaptée a C. acnes. Cette technique a permis d’identifier en
fonction des phylotypes de C. acnes, des différences de capacité de production, lors des

premieres phases de formation du biofilm.

Dans un second temps, I'impact de différentes substances actives (antibiotiques et anti-
biofilm) a été étudié, selon deux types d’épreuves (préventive ou curative) afin de réduire
I'antibiorésistance de C. acnes dans les contextes de dermatologie (191). Tous les résultats
obtenus par le Biofilm Ring Test® ont été comparés a la méthode standard du Crystal Violet

(CV) (21,22).

[I. Matériel et Méthodes

2-1. Origine des souches de C. acnes utilisées

Huit souches de C. acnes ont été sélectionnées pour cette étude, dont deux souches de
référence, ATCC 6919 et ATCC 11827 et six souches cliniques isolées de patients du CHU de
Nantes (Tableau 4). Ces souches issues de la collection du service de Bactériologie et des

controles microbiologiques proviennent d’une étude clinique antérieure (164).

Tableau 4 : Liste des souches de référence et cliniques de C. acnes sélectionnées pour |'étude

N° de collection/ Souche Phylotype Complexe Clonal Type SLST
ATCC 6919 A1 CC18 Al
ATCC 11827 A1 CC18 Al
A47 A1 CC18 Al
A56 A1 CcC28 D1
A85 A2 cc2 F1
Al104 Il CC53 K1
A132 IB CC36 H1
A48 1 Ccca3 L7
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2-2. Méthodes d’étude in vitro du biofilm de C. acnes

2-2-1. Méthode de coloration au Crystal Violet

Principe

La technique du CV a longtemps été utilisée comme méthode de référence pour I'étude
de la production du biofilm bactérien depuis sa premiére description par Christensen et al.,
en 1985 (21). Cette méthode a été modifiée en 2011 (22) pour augmenter sa précision et

permettre la quantification de la biomasse totale par re-solubilisation du colorant.

Cette technique repose sur la coloration de la biomasse totale ayant adhéré a la surface
du puits, a un temps donné. Le CV est un colorant basique qui se lie aux molécules de
surface chargées négativement et aux polysaccharides de la matrice extracellulaire. La
biomasse ainsi colorée contient aussi bien les bactéries vivantes que mortes, ainsi que

I’exopolysaccharide produit (Figure 28).
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Figure 28 : Principe de la mesure de la biomasse par la technique du Crystal Violet (Auger, 2011 (144))

Biofilm + Biofilm -

Protocole

Chaque souche bactérienne a été isolée sur gélose SCH (Schaedler, au sang de mouton
supplémentée en vitamine K1, Becton Dickinson) a partir de la congélation. Aprés 48h
d’incubation a I'étuve a 37°C en anaérobiose, des suspensions bactériennes calibrées a 0,5
McFarland ont été préparées dans du milieu liquide BHI (Brain Heart Infusion, Bection
Dickinson). 200 pL de ces suspensions bactériennes ont été ajoutés dans chacun des puits de

la microplaque 96 puits. La plaque ainsi ensemencée a été incubée 48h en anaérobiose a
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37°C. A la suite de cette incubation, la DO (densité optique) a été lue a 620 nm pour chaque
souche. Les suspensions bactériennes ont été ensuite éliminées par pipetage, et du
méthanol 100 % a été ajouté (250 uL/puits) pendant 15 minutes (192). Apres cette
incubation, le méthanol a été rejeté et le CV a été ajouté dans chaque puits (250 pL/puits).
Aprés une heure d’incubation, le CV a été enlevé puis un rincage a I'eau a été réalisé afin
d’enlever le surplus de CV qui avait adhéré aux parois des puits et non pas a la biomasse
produite par les bactéries. De I’éthanol absolu a ensuite été utilisé afin de dissoudre le CV
accroché a la biomasse (250 uL/puits). Aprés homogénéisation des puits de la plaque, la DO
a été lue a 620 nm pour chaque puit. Un témoin négatif (« blanc ») contenant uniquement
du BHI a été utilisé. Toutes les valeurs de DO des échantillons ont été mesurées par
spectrométrie par rapport a la DO du controle négatif. Plus la DO était grande, plus la

production de biofilm était élevée.

Pour chaque condition expérimentale, toutes les souches devaient étre testées trois fois

lors d’expériences indépendantes.

Expression des résultats

La quantification du biofilm a été calculée selon la formule suivante :
SBF = (SF-BF) / (S|-B|)
Avec :

e SBF : Indice de formation de biofilm spécifique (Specific Biofilm Formation)
e Sr: DO a 620 nm de la souche testée apres coloration au CV
e Br:DO a 620 nm du blanc apres coloration au CV
e S5;: DO a 620 nm de la souche testée avant coloration au CV
e B;: DO a 620 nm du blanc avant coloration au CV
Les souches ont été classées arbitrairement en trois catégories :
e Faibles producteurs de biofilm : SBF < 1
e Moyennement producteurs de biofilm : 1 <SBF < 1,8

e Forts producteurs de biofilm : SBF > 1,8
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2-2-2. Méthode du BioFilm Ring Test®

Principe

Cette technique permet de déterminer, la capacité de certaines bactéries a adhérer a des
billes magnétiques en microplaque 96 puits, mais également a évaluer la cinétique de
formation de ce biofilm de fagcon simple et rapide, sans lavage ni coloration. Le principe
repose sur la co-incubation d’une suspension bactérienne calibrée avec des microbilles
magnétiques, dont la mobilité est freinée par la formation de biofilm. Un indice de formation
du biofilm « BFI », reflet de la mobilité des microbilles aprés aimantation, permet de suivre
la formation du biofilm au cours du temps. Plus les microbilles sont immobilisées par le
biofilm en formation, plus ce BFI diminue (28) (Figure 29, page 72). Un faible BFI correspond
donc a une immobilisation des billes (présence de biofilm), alors qu’une valeur élevée de BFI

correspond a une forte mobilité des billes magnétiques (absence de formation de biofilm).

La technique du BRT a été validée par le fournisseur uniquement avec le milieu de culture

BHI.

Par rapport a la technique du CV, cette technique ne présente pas d’étape de lavage ni de
coloration, ce qui limite les variations de résultats liées a l'opérateur et simplifie la
technique. A la différence de la technique du CV qui étudie la biomasse totale formée, le BRT
permet d’évaluer plus précocement la formation de biofilm, dés I'étape d’adhérence des

bactéries a la surface de la microplaque.

Protocole

Les souches bactériennes étaient isolées sur gélose SCH a partir de leur congélation
pendant 48h, puis ré-isolées sur gélose BHI. Apres 48h d’incubation a I'étuve a 37°C en
anaérobiose, des suspensions bactériennes calibrées étaient réalisées en milieu BHI avec des

billes magnétiques (TONER) a 1 % dans une microplaque 96 puits.

Apres 3h et 6h d’incubation de la microplaque 96 puits en anaérobiose, les puits étaient
recouverts d’un liquide de contraste. La plaque était placée pendant une minute sur un

support magnétique puis était scannée par le lecteur de plaque pour obtenir une image de
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chaque puits. L'analyse de I'image par le logiciel BioFilm Control® donne l'indice de

formation du biofilm (BFI).

MELANGER ATTENDRE LIRE
- =» - - < Absence Presence
,@ N of Biofilm  of Biofilm
ki \ NO YES
» ‘ . ,
..... - - /
f
- -

Figure 29 : Principe de la méthode du BioFilm Ring Test® (d’aprés BioFilm Control®)

Pour chaque condition expérimentale, toutes les souches devaient étre testées trois fois

par des expériences indépendantes.

Expression des résultats

- Sans ajout de substances actives

La quantification de la production de biofilm des huit souches de C. acnes, sans ajout de

substances actives, a été faite selon la formule suivante :

% BFI = 100-[(BFIssx100) /BFlg]

Avec:
e % BFI : Pourcentage de biofilm formé aprés 3h ou 6h d’incubation
e BFlsr: BFI de la souche testée apres 3h ou 6h d’incubation
e BFlgr : BFI du blanc aprés 3h ou 6h d’incubation
Ainsi, les souches ont été classées arbitrairement en trois catégories :
e Faibles producteurs de biofilm : % BFI < 50 %
e Moyennement producteurs de biofilm : 50 % < % BFI £ 90 %

e Forts producteurs de biofilm : % BFI > 90 %
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- Apreés ajout de substances actives

La quantification de la production de biofilm des huit souches de C. acnes, aprées ajout de

substances actives, a été faite selon la formule suivante :

A BFI = (BFlsr -BFlsf)

Avec :
e BFlgr : BFI du blanc aprés 3h ou 6h d’incubation
e BFlse : BFI de la souche testée aprés 3h ou 6h d’incubation
Ainsi, les souches ont été classées arbitrairement en trois catégories :
e Faibles producteurs de biofilm : ABFI< 6
e Moyennement producteurs de biofilm : 6 < A BFI <10

e Forts producteurs de biofilm : A BFI > 10

2-2-3. Variation des conditions expérimentales

La formation de biofilm a été évaluée selon différentes conditions expérimentales :
e Ajout de différentes concentrations d’antibiotiques (érythromycine, clindamycine,
doxycycline). Des gammes de concentrations croissantes de chaque antibiotique ont

été réalisées de 0,25 a 32 mg/L.

e Ajout de différentes concentrations d’une substance anti-biofilm : la Myrtacine®. Une

gamme de concentrations croissantes a été réalisée allant de 0,0001 % a 0,03 % (84).

En effet, nous avons pu bénéficier gracieusement de la poudre de Myrtacine® par les
laboratoires Pierre Fabre, grace a une collaboration étroite avec I'équipe de Dermatologie du

Pr B. Dréno.
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Deux types épreuves ont été effectuées avec la méthode du CV, afin d’évaluer I'impact

de ces substances actives sur le biofilm :

e Epreuve curative : ajout des substances actives (antibiotiques ou Myrtacine®) apreés

48h de formation du biofilm (Figure 30).

Réalisation d’'une Evacuation des bactéries
Repiquagedes suspension planctoniques et ajout de
souchesde C. acnes bactérienne la substance active (ATBs Coloration au
sur gélose SCH calibrée DO=0,5 ou Myrtacine® CrystalViolet
I I I I
I I I I
HO H48 H96 H144

Figure 30 : Schéma du protocole d'une épreuve curative

Zone en bleue : temps de formation du biofilm

e Epreuve préventive : ajout des substances actives (doxycycline ou Myrtacine®) avant

la croissance du biofilm (Figure 31).

Realisation d’une suspension
bacterienne calibréee DO=0,5

Repiquagedes et ajout de la substance
souchesde C. aenes active (ATBs ou Myrtacina® Coloration au
sur gélose SCH CrystalViolet
| | | X
I I I
HO H48 H96

Figure 31 : Schéma du protocole d'une épreuve préventive

Zone en bleue : temps de formation du biofilm
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IIl. Résultats

3-1. Mise au point de la technique du BioFilm Ring Test®

Lors de ce travail de thése, nous avons pu avoir acces a une technique innovante, déja
utilisée dans le service de Bactériologie et des controles microbiologiques du CHU de Nantes

pour d’autres bactéries : le BRT.

Les étapes de mise au point de la technique du BRT ont été réalisées en partie par Marie
Ange Dagnelie (thésarde dans U1232 équipe 2). Apres plusieurs manipulations nous avons
noté que le systéme BRT saturait dés 8h d’incubation des microplagues 96 puits (résultat
identique a 24h ou 48h). A ce temps d’incubation, nous avons observé une immobilisation
des billes magnétiques du systeme, quelle que soit la souche de C. acnes testée. Ainsi, nous

avons décidé d’incuber, pour le reste de notre étude, nos microplaques pendant 3h et 6h.

3-2. Détection de la capacité a produire un biofilm par les huit souches de C.

acnes
Dans cette partie, nous avons souhaité évaluer les différences de capacité de production

du biofilm in vitro de différentes souches de C. acnes.

3-2-1. Méthode de coloration au Crystal Violet

L’'ensemble de nos souches de C. acnes ont été étudiées, dans un premier temps, par la
méthode du CV pour évaluer les différences de capacité a former un biofilm mature. Les
résultats présentés sont la moyenne de trois expériences indépendantes. Pour chaque

expérience, chaque souche a été testée huit fois (8 puits) (Figure 32, page 76).
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Blanc [ ATCC| ATCC Al04| Al132 | A47 A48 A85 A56

Figure 32 : Photographie d'une plaque 96 puits apreés redissolution au Crystal Violet

Plus la coloration en violet est intense plus la biomasse de biofilm produite est élevée

Dans les conditions choisies, trois de nos souches étaient retrouvées fortement
productrices de biofilm (ATCC 11827, A104, A132), appartenant respectivement a des
groupes phylogénétiques différents (1A1, Il et IB) (Tableau 5 et Figure 33, page 77).

Tableau 5 : Indice de formation du biofilm calculé (SBF) pour I'ensemble des souches testées avec la

technique du Crystal Violet

En vert : Souche faiblement productrice de biofilm ; En jaune : Souches moyennement productrices de biofilm ;
En rouge : Souches fortement productrices de biofilm

Phylotype Mosy:: ne Ecart-type
SBF (ATCC6919) 1A1 0,52 0,22
SBF (ATCC11827) 1A 2,07 0,45
SBF (A47) 1A 1,30 0,39
SBF (A56) 1A 1,48 0,44
SBF (A85) 1A, 1,51 0,46
SBF (A104) Il 2,24 0,49
SBF (A132) B 1,84 0,66
SBF (A48) i 1,55 0,43
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Figure 33 : Indice de formation du biofilm (SBF) calculé pour I'ensemble des souches

testées avec la technique du Crystal Violet

3-2-2. Méthode du BioFilm Ring Test®

L’ensemble de nos souches de C. acnes a été étudié en utilisant la technique du BRT pour
évaluer les différences de capacité a former du biofilm dés les premiéres phases
d’adhérence. Les résultats présentés sont la moyenne de trois expériences indépendantes.
Pour chaque expérience, chaque souche a été testée huit fois (8 puits). Ainsi, nous avons pu
mettre en évidence trois groupes. Le premier groupe comporte les souches des phylotypes
IA1 et IA; qui semblent étre de forts producteurs de biofilm. Le deuxieme groupe comprend
un seul isolat : la souche A104 (phylotype II) moyennement productrice de biofilm. Enfin, le
dernier groupe (souches appartenant aux phylotypes Il et IB) est constitué de souches
faiblement productrices de biofilm. A noter que la souche ATCC 11827 a été exclue de nos

trois groupes car elle présente un profil particulier (Tableau 6 et Figure 34, page 78).
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Tableau 6 : Pourcentage de formation du biofilm (% BFl) calculé pour I'ensemble des souches testées a T3h et

a Teh avec la technique du BioFilm Ring Test®

En vert: Souches faiblement productrices de biofilm; En jaune: Souches moyennement productrices de
biofilm ; En rouge : Souches fortement productrices de biofilm

% BFl a T3h % BFl a Teh
Souche Phylotype Moyenne Ecart-type Moyenne Ecart-type
ATCC6919 1A; 79,41 3,91 99,62 1,70
ATCC11827 1A; 20,19 15,17 37,21 17,16
A47 1A; 65,02 7,80 95,93 5,94
A56 1A; 68,98 4,88 98,06 4,27
A85 1A, 67,61 6,01 99,46 2,38
Al104 I 46,77 7,00 75,42 7,09
A132 IB 24,92 8,29 47,75 8,88
A48 1 27,63 13,20 49,23 13,84
100,00 2 1A, 1A,
£ —4— ATCC6919
% —B— ATCC11827
@ A47
-g AS56
Q
= ——A85
£
e A104
S —B—A132
®
—m— A48

Temps (heures)

Figure 34 : Pourcentage de formation du biofilm calculé pour I'ensemble des souches

testées a T3h et a T6h avec la technique du BioFilm Ring Test®
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3-2-3. Corrélation entre les deux méthodes

La droite de régression entre les deux méthodes n’est pas bonne (y = -30,851x + 123,54)
(Figure 35). En effet, les quatre souches les plus productrices de biofilm par la méthode du
BRT apparaissent comme faiblement ou moyennement productrices de biofilm par la

méthode du CV.

120,00
100,00 ®

80,00

BRT

60,00
o y =-30,851x+ 123,54
40,00

20,00

0,00
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50

Figure 35 : Corrélation entre les méthodes du Crystal Violet (CV)

et du BioFilm Ring Test® (BRT)

3-3. Influence de I"ajout de différentes substances actives sur les premieres

phases de formation du biofilm : technique du BioFilm Ring Test®

Dans cette partie, nous avons souhaité évaluer I'impact de différentes substances actives
(antibiotiques et anti-biofilm) sur les premiéres phases de formation du biofilm avec la

technique du BRT.

3-3-1. Influence de I’'ajout d’antibiotiques

L'impact de I'ajout d’antibiotiques sur les premieres phases de formation du biofilm a été
étudié pour lI'ensemble de nos souches de C. acnes. Des gammes de concentrations
croissantes d’antibiotiques (érythromycine, clindamycine, doxycycline) ont été réalisées
allant de 0,25 a 32 mg/L. Pour chaque expérience, une souche a été testée avec chaque

concentration de la gamme d’antibiotique et I'expérience a été renouvelée trois fois.

Une légere efficacité des macrolides a T3h sur la production du biofilm a été observée

(Tableau 7, page 80). De facon intéressante, nous avons noté une surproduction du biofilm
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pour la majorité des souches de C. acnes (a I'exception des souches A56, A85, A104 a T3h) en
présence de doxycycline (Figure 36).

Tableau 7 : Impact de I'ajout d’antibiotiques sur les premiéres étapes de formation du biofilm avec la
technique du BioFilm Ring Test®
En vert : Diminution de la production de biofilm apres ajout d’antibiotique ; En jaune : pas de différence sur la

production du biofilm aprés ajout de I'antibiotique ; En rouge : surproduction de biofilm aprés ajout de
I'antibiotique. ATB : antibiotique

A BFl sans ATB A BFI érythromycine A BFI clindamycine A BFI doxycycline
T3h T6h T3h T6h T3h T6h T3h T6h
ATCC6919 12,48 15,31
ATCC11827 3,12 6,3
A47 10,21 14,71
A56 10,85 15,06 N\ ou =
A85 10,63 15,28 N\ ou =
A104 7,36 11,68 \ ou = N ou =
A132 3,93 7,38
A48 4,33 7,49
20 W
16 —a

12 - —+—ATCC 6919 + érythromycine
—m—ATCC 6919 + clindamycine
8 - ATCC 6919 + doxycycline

—<—ATCC 6919 seule

o BFI (BFI control™ BFI échantillon)

0 10 20 30 40

Concentration (mg/L)

Figure 36 : Impact de I'ajout d’antibiotique sur les premiéres étapes de formation du biofilm de C.

acnes : exemple de la souche ATCC 6919 a T6h avec la technique du BioFilm Ring Test®

En bleu : A BFI obtenu apres ajout de différentes concentrations d’érythromycine. En rouge : A BFI
obtenu apreés ajout de différentes concentrations de clindamycine. En vert : A BFI obtenu aprés ajout
de différentes concentrations de doxycycline. En violet : A BFI obtenu sans ajout d’antibiotique.
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3-3-2. Influence de I'ajout d’une substance anti-biofilm : la Myrtacine®

L'impact de I'ajout de la Myrtacine® sur les premiéres phases de formation du biofilm a

été étudié. Une premiéere série d’expérience (BHI versus BHI + Myrtacine®) a été réalisée

(Figure 37). Nous avons noté un effet paradoxal de la Myrtacine®. En effet, I'ajout de

Myrtacine® dans le milieu BHI sans bactérie induisait une diminution du BFI par rapport a un

milieu BHI sans Myrtacine®. Ainsi, la Myrtacine® seule semblait induire une production

paradoxale de biofilm. Au regard de la potentielle interaction entre la Myrtacine® et les

billes magnétiques du BRT chargées négativement, nous avons décidé de ne pas poursuivre

les expériences initialement prévues avec nos différentes souches de C. acnes.

100 - n
£
5
o
=]
=
=

£ 50 -
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(1]
£
S
2
@
=]
ES

0 i |

0 3 6

Temps (heures)

=f=BHI| + Myrtacine 0,03 %

== BHI| + Myrtacine 0,01 %

BHI + Myrtacine 0,001 %

BHI + Myrtacine 0,0001 %

== BHI seul

Figure 37 : Effet paradoxal de la Myrtacine® sur les billes magnétiques du BioFilm Ring Test®
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3-4. Influence de I'ajout, sur un biofilm mature, de différentes substances

actives selon deux protocoles : technique du Crystal Violet

3-4-1. Influence de I'ajout de substances actives sur la production de biofilm par

huit souches de C. acnes : épreuve curative

Dans cette partie, nous avons souhaité évaluer l'influence de différentes substances
actives (antibiotiques et anti-biofilm) sur la capacité de production du biofilm in vitro de

différentes souches de C. acnes lors d’une épreuve curative.

Influence de l'ajout d’antibiotiques

L'impact de I'ajout d’antibiotiques, dans une épreuve curative, sur un biofilm mature
déja formé, a été étudié pour I'ensemble de nos souches de C. acnes. Des gammes de
concentrations croissantes d’antibiotiques (érythromycine, clindamycine, doxycycline) ont
été réalisées allant de 0,25 a 32 mg/L. Pour chaque expérience, une souche a été testée avec
chaque concentration de la gamme d’antibiotique et I'expérience a été renouvelée trois fois.
Nous avons remarqué que l'ajout de ces antibiotiques induisait une diminution de la

production du biofilm mature chez tous les phylotypes de C. acnes (Figure 38, page 83).
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ATCC6919 + doxycycline 16 mg/L
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Figure 38 : Impact de I'ajout des antibiotiques (érythromycine, clindamycine, doxycycline) sur la biomasse
totale des souches de C. acnes : exemple de la souche ATCC 6919
¥ p<0.05; * * p<0.01
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Influence de 'ajout de substance anti—-biofilm : la Myrtacine®

L'impact de I'ajout de la Myrtacine®, lors d’'une épreuve curative, sur un biofilm mature
déja formé, a été étudié pour I'ensemble des souches de C. acnes. Une gamme de
concentrations croissantes de cette molécule a été réalisée allant de 0,0001 % a 0,03 %. Pour
chaque expérience, une souche a été testée, avec chaque concentration de la gamme de

Myrtacine® et I'expérience a été renouvelée trois fois.

Nous avons remarqué que l'addition de cette substance induisait une diminution
significative de la biomasse totale de biofilm dés I’ajout d’'une concentration de 0,001 % de
Myrtacine® pour toutes souches de C. acnes (excepté les souches A132 et A48) (Figure 39,

page 85).
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Figure 39 : Impact de I'ajout de la Myrtacine® sur les différentes souches de C. acnes : épreuve curative
¥ p<0.05; ¥ * p<0.01
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Influence de l'ajout d’une association d’une substance anti-biofilm (Myrtacine®) et d’un

antibiotique (doxycycline)

L'impact de l'ajout de l'association Myrtacine® et doxycycline, dans une épreuve
curative, sur un biofilm mature déja formé, a été étudié pour I'ensemble de nos souches de
C. acnes. Deux concentrations de Myrtacine® ont été réalisées : 0,001 % et 0,03 %, ainsi que
deux concentrations de doxycycline 0,25 mg/L et 1 mg/L. La production totale de biofilm de

chaque souche de C. acnes a été évaluée avec chacune des conditions suivantes :
e Myrtacine® 0,001 % et doxycycline 0,25 mg/L
e Myrtacine® 0,001 % et doxycycline 0,25 mg/L
e Myrtacine® 0,03 % et doxycycline 0,25 mg/L
e Myrtacine® 0,03 % et doxycycline 1 mg/L

Une certaine efficacité de I'association Myrtacine®/ doxycycline sur le biofilm mature des
souches de C. acnes a été observée. De plus, |'efficacité de cette association semblait plus
importante lorsqu’une concentration de 0,03 % de Myrtacine® était utilisée (Figure 40, page

87).
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Figure 40 : Impact de I'ajout de I"association Myrtacine® / doxycycline a différentes concentrations sur des souches de

C. acnes : épreuve curative
¥ p<0.05; ¥ ¥ p<0.01
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3-4-2. Influence de I'ajout de substances actives sur la production de biofilm par

huit souches de C. acnes : épreuve préventive

Dans cette partie, nous avons souhaité évaluer I'influence de différentes substances
actives (antibiotique et anti-biofilm) sur la capacité de production du biofilm in vitro de

différentes souches de C. acnes lors d’une épreuve préventive.

Influence de I'ajout de la doxycycline

L'impact de I'ajout de la doxycycline, en préventif, sur un biofilm non formé, a été étudié
pour I'ensemble des souches de C. acnes par la technique du CV. Une gamme de
concentrations croissantes a été réalisée allant de 0,25 a 2 mg/L. Pour chaque expérience,
une souche a été testée avec chaque concentration de la gamme de doxycycline et

I’expérience a été renouvelée trois fois.

Nous avons remarqué que I'addition de cette substance a une concentration de 2 mg/L
induisait une diminution de la formation de la biomasse totale du biofilm pour I'ensemble

des souches de C. acnes (excepté la souche A104) (Figure 41, page 89).
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Influence de l'ajout de substance anti — biofilm : la Myrtacine ®

L'impact de I'ajout de la Myrtacine®, en préventif, sur un biofilm non formé a été étudié
pour l'ensemble des souches de C. acnes par la technique du CV. Une gamme de
concentrations croissantes de cette molécule a été réalisée allant de 0,0001 % a 0,03 %. Pour
chaque expérience une souche a été testée avec chaque concentration de la gamme de

Myrtacine® et I'expérience a été renouvelée trois fois.

Nous avons remarqué que l'addition de cette substance induisait une diminution tres
significative de la formation de la biomasse totale du biofilm dés I'ajout d’une concentration

de 0,001 % de Myrtacine® pour toutes les souches de C. acnes (Figure 42, page 91).
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IV. Discussion

Les biofilms bactériens sont des structures hétérogenes constituées d’agrégats de
populations bactériennes englobés dans une matrice. Ils constituent un réservoir de
bactéries pouvant coloniser d’autres surfaces. Le réle pathogéne des biofilms est maintenant
bien établi dans le développement et I'exacerbation d’infections chroniques (37-41) mais
aussi dans la pathologie cutanée inflammatoire chronique qu’est I'acné. La structure
complexe du biofilm permet de protéger les bactéries qu’il contient, de I'action du systéme
immunitaire mais aussi des antibiotiques. Ainsi, il est trés difficile en thérapeutique
d’éradiquer un biofilm bactérien déja installé. Il semble donc nécessaire de travailler sur ces
structures complexes afin de mieux les comprendre et de pouvoir lutter contre la tolérance
acquise aux antibiotiques. Plusieurs techniques existent au laboratoire pour étudier les
biofilms. Dans ce travail de thése, nous avons décidé d’étudier le biofilm de différentes

souches de C. acnes grace aux techniques du CV et du BRT.

Le CV est une des techniques les plus utilisées par les auteurs pour évaluer les biofilms.
Cette technique permet d’étudier la biomasse totale du biofilm contenant des bactéries
vivantes, mortes et |'exopolysaccharide produit (21). Cette technique, bien que tres utilisée,
est fastidieuse et génére de nombreux déchets toxiques. Au départ, nos résultats étaient
peu reproductibles dus au décrochement du biofilm de la plaque, suite aux lavages
successifs du CV. Ce décrochement était visible a I'ceil nu a I'issue des différents lavages. Une
étape de fixation du biofilm par du méthanol 100 % a été ajouté dans notre protocole (192)

permettant ainsi de réduire le décrochement du biofilm de la plaque 96 puits.

Une autre méthode, le BRT, a été utilisée. Cette technique permet d’évaluer plus
précocement la formation de biofilm, dés I'étape d’adhérence des bactéries a la surface de
la plaque. Cette technique utilise des billes magnétiques chargées négativement. Elle génére
moins de déchets toxiques, et ne nécessite pas d’étape de lavage, ni de coloration

permettant ainsi de limiter les variations de résultats liées a 'opérateur (28).

Nous avons pu déterminer avec la technique du BRT, trois groupes différents au sein de
notre sélection de souches de C. acnes. Les souches appartenant aux phylotypes IA; et IA;

(phylotypes majoritairement retrouvés au niveau cutané et notamment dans I'acné pour le
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phylotype 1A1) semblent étre trés fortement productrices de biofilm. Les souches
appartenant aux phylotypes Il, IB et lll semblent produire moins de biofilm dans les
premieres étapes d’adhérence. A noter que les données d’adhérence obtenues avec cette
technique (phase précoce du biofilm) sont perturbantes car les phylotypes IB et Il sont trés
souvent décrits dans les infections sur matériel (193,194). De méme, il est intéressant de
noter que la souche ATCC 11827, appartenant au phylotype IA;, et au complexe clonal CC18
semble étre la moins productrice de biofilm en termes d’adhérence précoce par la technique
du BRT. Cette souche a été étudiée dans les infections ostéo-articulaires et semble avoir un
comportement particulier, notamment vis-a-vis des cellules osseuses. En effet, la souche
ATCC 11827 est la seule appartenant au CC18 a ne pas étre internalisée par les ostéoblastes
et les ostéoclastes (195). Ces différences de capacité a produire du biofilm en fonction de la
phylogénie, obtenus avec la technique du BRT, sont cohérents avec les résultats publiés par
Kuehnast et al., en 2018 (196). Cependant, les auteurs avaient utilisé le CV pour d’étudier le

biofilm.

Dans ce travail de these, ces trois groupes n’ont pas été retrouvés avec la technique du
CV. En effet, les quatre souches les plus productrices de biofilm par la méthode du BRT
apparaissaient comme faiblement ou moyennement productrices de biofilm par la méthode
du CV. La corrélation entre les deux techniques n’est pas bonne. Ceci peut étre expliqué car
ces deux techniques évaluent le biofilm a deux étapes différentes : la méthode du CV
mesure la biomasse totale d’un biofilm déja installé (biofilm mature a 48h), alors que le BRT

mesure les premieres phases de formation du biofilm (biofilm précoce a 6h).

Dans une étude publiée en 2013, Crémet et al., (197) ont étudié le biofilm produit par
différentes souches de Escherichia coli par trois méthodes différentes (le CV, le BRT et la
résazurine). Les auteurs ont souligné une faible reproductibilité des résultats obtenus par les
différentes méthodes, et suggerent I'influence des conditions environnementales ainsi que
des milieux de culture utilisés. Ces résultats peuvent ainsi expliquer nos résultats discordants

avec I'étude de Kuehnast et al., (196).
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L'impact des substances actives (antibiotiques et Myrtacine®) sur la capacité de nos
souches a produire du biofilm a ensuite été étudié avec la méthode du CV et la technique du

BRT, selon deux protocoles distincts (épreuve curative et préventive).

Dans un premier temps, une épreuve curative étudiant I'impact des antibiotiques sur la
biomasse totale (CV) a été conduite. Une certaine efficacité de tous les antibiotiques
(érythromycine, clindamycine, doxycycline) a été observé pour I'ensemble des souches de C.
acnes. Cependant, une faible différence en termes de diminution de la biomasse totale a été

observée, en fonction de la concentration en antibiotiques.

Suite a ces résultats encourageants, la méme épreuve a été effectué avec la technique
du BRT évaluant les premiéres étapes de formation du biofilm. Une légére diminution du
biofilm avec les macrolides a T3h a été noté. De maniére surprenante, nous avons observé
une surproduction de biofilm lorsque nous co-incubions les souches de C. acnes avec de la
doxycycline (0,25 a 16 mg/L). L’hypothése soulevée serait que la doxycycline induirait un
stress chez la bactérie, qui pour se « défendre » produirait plus de biofilm. Cette hypothese
reste encore a étudier. A une concentration de 32 mg/L, la doxycycline semble diminuer la
quantité de biofilm produit, ce qui nous laisserait penser qu’a de fortes concentrations, la
doxycycline diminuerait la quantité de biofilm. Cette tendance est un leurre du résultat
puisque dans nos expériences le BFI du témoin négatif était anormalement bas induisant
ainsi un ABFI faussement faible pour la doxycycline a une concentration de 32 mg/L. Cela
peut étre expliqué par le fait que la doxycycline est une grosse molécule chargée
positivement et peut interférer dans le milieu de réaction avec les billes magnétiques
chargées négativement (donnée du fournisseur). Ainsi, cette interaction induirait une
immobilisation de nos billes magnétiques. Le laboratoire commercialisant le BRT, nous a
confirmé que ce phénomene avait été précédemment observé avec un autre antibiotique la

colistine.

Les mémes séries d’épreuves curatives ont été effectuées en ajoutant de la Myrtacine®.
L’ajout de la Myrtacine® sur un biofilm déja formé a d’abord été évalué avec la technique du
CV. Nous avons observé une diminution significative de la biomasse totale du biofilm mature

avec l'ajout de Myrtacine® 0,03 % pour I'ensemble des souches de C. acnes (a I'exception
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des souches A132 et A48). Ces résultats trés intéressants, ont permis de valider notre
méthode de CV puisqu’ils étaient cohérents avec les résultats publiés par Feuillolay et al.,

obtenus seulement avec la seule souche ATCC6919 (84).

L'impact de I'ajout de la Myrtacine® sur les premiéres phases de formation du biofilm a
été étudié en utilisant la technique du BRT. Malheureusement, un effet paradoxal de la
Myrtacine® a été observé. En effet, I'ajout de Myrtacine® dans le milieu BHI sans bactéries
induisant une diminution du BFI par rapport a un milieu BHI sans Myrtacine®. Ainsi, la
Myrtacine® seule semblait induire la production de biofilm. Au regard de la potentielle
interaction entre la Myrtacine® et les billes magnétiques du BRT chargées négativement,
nous n’avons pas pu poursuivre les investigations et les expériences initialement prévues

avec la Myrtacine®.

Une derniére épreuve curative consistant en I’association Myrtacine® / doxycycline a été
testée. Une diminution significative de la biomasse du biofilm a été observé pour I'ensemble
de nos souches. Plusieurs associations de concentrations de Myrtacine® et de doxycycline
ont été étudiées. De facon intéressante, nous avons noté que la substance ayant le plus

grand impact sur la diminution du biofilm mature était la Myrtacine®.

Au regard de ces différents résultats obtenus lors des épreuves curatives, la Myrtacine®

semble étre une potentielle bonne molécule pour une utilisation en Dermato cosmétologie.

Suite a ces résultats d’épreuves curatives, trés encourageants et intéressants,
concernant notamment I'impact de la Myrtacine® sur la biomasse totale d’un biofilm déja
formé, nous avons souhaité étudier son impact ainsi que celui de la doxycycline (antibiotique
tres utilisé en dermatologie) sur un biofilm pas encore formé, c’est-a-dire en effectuant une

épreuve préventive.

L'ajout de différentes concentrations de doxycycline dans le milieu de culture avant la
formation du biofilm n’a révélé aucune différence significative sur la formation du biofilm
mature. Ces résultats laissent penser que I'utilisation de la doxycycline en préventif que cela
soit a dose antimicrobienne ou a dose anti-inflammatoire, n’aurait pas d’impact sur la
formation du biofilm de C. acnes. Ainsi, I'utilisation de cet antibiotique en préventif ne
semble pas justifié.
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Une épreuve préventive a été conduite en ajoutant dans le milieu de culture de la
Myrtacine®. Nous avons observé un effet majeur, tres significatif sur la diminution de la
formation du biofilm dés I'ajout de Myrtacine® 0,001 % pour I'ensemble des souches de C.
acnes. Ce résultat est pertinent et permet d’envisager une place particuliére de cette

molécule dans la prise en charge thérapeutique des patients acnéiques.

Les conditions environnementales (température, oxygene, pH) et les milieux de cultures,
semblent impacter in vitro la capacité des souches a produire du biofilm (8). Dans ce travail,
nous n’avons pas étudié I'impact de ces différents parameétres sur la formation de biofilm
des souches de C. acnes. Cependant I'environnement de I'unité pilo-sébacée est lipidique, il
serait donc intéressant de reproduire ces expériences avec différents milieux de cultures
(BHI, thiglyconate (196), BCC) supplémentés en tween, voire a mener des investigations sur
cette collection de souches bien caractérisées avec un dispositif dynamique d’évaluation du

biofilm.

Les résultats présentés restent préliminaires, mais semblent confirmer la trés grande
variabilité dans la capacité a produire du biofilm des souches de C. acnes (196). Les souches
de C. acnes appartenant aux phylotypes IA; et IA;, principalement retrouvées au niveau
cutanée et dans I'acné, semblent étre plus productrices de biofilm, dés les premieres étapes
d’adhérence que les autres phylotypes, notamment le phylotype IB connu pour étre
impliqué dans le développement d’infection ostéo-articulaire (193,194). L'impact des
substances actives sur la formation du biofilm reste encore a approfondir mais la Myrtacine®
semble étre un bon candidat pour diminuer la production de biofilm tant en curatif mais

gu’en préventif.

Toutes ces expériences ont été réalisées a partir de huit souches de C. acnes,
sélectionnées dans la collection du laboratoire du service de Bactériologie et des contréles
microbiologiques et issues d’'une étude précédemment menée au CHU de Nantes dans le
service de Dermatologie afin de déterminer les phylotypes de C. acnes majoritairement

retrouvés chez des patients acnéiques.

Toutefois, C. acnes est aussi un pathogéne opportuniste, responsable d’infections

chroniques ostéo-articulaires, apres pose de prothéeses ou de matériels (198). La production
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d’un biofilm pose alors un véritable probleme pour I'éradication de cette bactérie. Il serait
donc intéressant d’élargir notre étude en incluant plus d’isolats appartenant au phylotype IB
(193) (phylotype impliqué dans le développement d’infections ostéo-articulaires) de
différents complexes clonaux (CC36 et CC53 si prothese et CC18 et CC28 pour le rachis
(115)), et d’évaluer I'impact de certains antibiotiques plus utilisés en orthopédie comme
I'amoxicilline, la ceftriaxone, ou la rifampicine ainsi que de la Myrtacine® sur le

développement du biofilm.
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Evaluation de l'activité de différentes substances actives sur des souches de Cutibacterium acnes
apres croissance en biofilm

L’acné est une dermatose inflammatoire chronique qui atteint 80 % de la population dans le monde.
Elle touche les glandes pilo-sébacées et induit de lésions inflammatoires. Trois facteurs jouent un
role clef dans la physiopathologie de I'acné : une hyperséborrhée, une hyperkératinisation et une
colonisation par Cutibacterium acnes. Cette bactérie en stimulant le systeme immunitaire innée
induit une inflammation chronique et participe a la lipogenése et a la comédogeneése. C. acnes est un
bacille a Gram positif divisé en six groupes phylogénétiques principaux (lA;, 1Az, IB, IC, I, llI),
anaérobie, et capable de former du biofilm lui permettant de résister au systéme immunitaire et aux
antibiotiques.

Ce travail consistait a évaluer les différences de capacité a produire du biofilm de huit souches de C.
acnes provenant de différents phylotypes, par deux techniques différentes permettant I'étude du
biofilm a différents temps : le Crystal Violet (CV) (biofilm mature) et le BioFilm Ring Test® (BRT)
(premiéres phases de formation du biofilm). Dans un second temps, I'impact de différentes
substances actives (érythromycine, clindamycine, doxycycline et Myrtacine®) a été étudié. Pour la
technique du CV deux types d’épreuves ont été réalisées : des épreuves préventives (ajout des
substances actives et des bactéries au méme instant) et des épreuves curatives (ajout des substances
actives sur un biofilm déja formé de 48h).

Les isolats de C. acnes provenant des phylotypes IA; et IA;, principalement retrouvés au niveau
cutané et dans l'acné semblent étre plus producteurs de biofilm dés les premieres étapes
d’adhérence que les autres phylotypes. L'impact des antibiotiques sur les premiéres phases de
formation du biofilm reste encore a approfondir mais nous avons observé une légere diminution du
biofilm avec les macrolides et de maniéere surprenante une augmentation de la production du biofilm
avec la doxycycline. Des épreuves curatives ont été réalisées afin d’évaluer I'efficacité des
antibiotiques et de la Myrtacine® sur le biofilm mature. Une efficacité significative des antibiotiques
et de la Myrtacine® a 0,03 % a été observée pour I'ensemble de nos souches de C. acnes. De plus,
I’association Myrtacine®/doxycycline semble diminuer la biomasse totale de biofilm. Pour compléter
ces résultats, des épreuves préventives ont été conduites. La doxycycline semble avoir peu d’effet en
préventif. A I'inverse, I'ajout de la Myrtacine® en préventif sur un biofilm pas encore formé, a montré
une efficacité significative, avec une diminution drastique de la biomasse totale de biofilm dés 0,001
% pour I'’ensemble de nos souches de C. acnes.

Ces résultats corroborent les conclusions émises par Kuehnast et al., sur la différence de capacité a
produire du biofilm des différents phylotypes de C. acnes. De plus, ces premiers résultats sur la
Myrtacine®, montre une bonne efficacité de cette molécule en curatif et en préventif. Cette
substance anti-biofilm semble donc pouvoir prétendre a une place particuliere dans la prise en
charge thérapeutique des patients acnéiques.

Mots-clés : C. acnes, acné, biofilm, antibiotiques, Myrtacine®
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