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1. Liste des abréviations

ABC ATP-binding cassette

ADN Acide désoxyribonucléique

ADP Adenosine diphosphate

AHL Acylated homoserine lactone

AME Aminoglycoside-modifyingenzymes
ARN Acide ribonucléique

ATP Adénosine triphosphate

BAPCOC Belgian Antibiotic Policy Coordination Commission
BLSE B-lactamases a spectre étendu

CBM Concentration bactéricide minimale
CCCP Carbonyl cyanide-chlorophénylhydrazone
CFU Colony forming unit

CLSI Clinical & Laboratory Standards Institute
CMI Concentration minimale inhibitrice
DMADP Diméthylallyldiphosphate

EDTA Ethyléne diamine tétraacétique

EPS Exopolysaccharides

ERV Entérocoque résistant a la vancomycine
ESV Entérocoque sensible a la vancomycine
FIC Fractional inhibitory concentration

FtsZ Filamentous temperature-sensitive protein Z
GDP Guanosine diphosphate

GTP Guanosine triphosphate

HE Huile essentielle

IPD Isopentényldiphosphate

ISO Organisation internationale de normalisation



LPS
MATE
MEP
MFS
MVA
NAG
NAM
OCDE
PAL
PBP
PEP
PMBN
PQS
RND
SARM

SMR

Lipopolysaccharide

Multidrug and toxic compound extrusion family
2-C-méthyl-D-érythritol-4-phosphate

Major facilitator superfamily

Mevalonic acid

N-acétylglucosamine

N-acétylmuramique

Organisation de coopération et de développement économiques
Phénylalanine-ammoniac lyase

Penicillin binding protein

Phosphoénolpyruvate

Polymyxin B nonapeptide

Pseudomonas quinolone signal
Resistance-nodulation-division family
Staphylococcus aureus résistants a la méticilline

Small multidrug resistance family



2. Introduction
Tout d’abord, il est important de rappeler que la pénicilline fat le premier antibiotique découvert
en 1928 par Alexander Fleming, capitaine dans le corps médical de 1’armée britannique durant
la premiére guerre mondiale. 1l découvre alors que bon nombre de soldats décedent suite a une
infection non contr6lée au niveau de blessures au combat. Sur le champ de bataille, la seule
possibilité de soin était 1’utilisation d’antiseptiques qui n’avaient, en réalité, aucun effet sur les
bactéries qui se trouvaient au plus profond des plaies. Ces infections étaient au départ sans
grand danger, mais suite a I’intrusion de bactéries, elles devenaient potentiellement mortelles.
C’est a ce moment qu’Alexander Fleming va découvrir, par sérendipité, une enzyme qui
posséde certaines propriétés antibactériennes. 1l la nommera le lysozyme. Cette enzyme est
présente dans le mucus du corps humain (larmes, salive...) et permet d’inhiber la croissance
d’une faible quantité de bactéries. Il a alors poursuivi ses recherches en travaillant sur la bactérie
staphylococcique, une bactérie Gram positif possédant une paroi cellulaire particuliére. S’ensuit
la découverte d’une moisissure appartenant au genre Penicillium. Cette moisissure produisait
un « jus » ayant le pouvoir de tuer les bactéries staphylococciques. Fleming décida d’appeler
ce jus de moisissure, la pénicilline. Ce puissant antibiotique était capable d’agir sur des bactéries
Gram positif notamment présentes dans les maladies telles la scarlatine, la pneumonie, la
gonorrhée, la méningite ou encore la diphtérie. La pénicilline, utilisée en grande quantité lors
de la seconde guerre mondiale, a permis de réduire le taux de mortalité des combattants (Tan
and Tatsumura 2015). A I’époque, le développement d’antibiotiques a été une avancée majeure
dans la pratique de la médecine générale. lls ont notamment permis de guérir certaines maladies

infectieuses qui étaient potentiellement mortelles.

Cependant, une résistance des bactéries aux antibiotiques a fait son apparition. Elle constitue
un probleme majeur de santé publique au niveau mondial. L’organisation de coopération et de
développement économiques (OCDE) prévoit que la résistance bactérienne provoquera, dans
I’Union Européenne, 33 000 déces par an entre 2015 et 2050, et parmi eux, 533 en Belgique.
Par ailleurs, la Belgique représente un des pays d’Europe dans lequel la prescription des
antibiotiques est la plus élevée pour des soins ambulatoires. Elle se trouve a la neuviéme place
dans le classement européen (voir Figure 1). Les principaux prescripteurs sont des médecins
géneéralistes en grande majorité, des dentistes ou encore des dermatologues. Le probléme de la
résistance aux antibiotiques existe également dans la santé animale, ou, en 2016, les vétérinaires

en Belgique, ont délivré plus d’antibiotiques que la moyenne européenne (KCE 04/04/2019).



Figure 1 : Consommation des antibiotiques en Europe dans les soins ambulatoires (2017) (KCE
04/04/2019)
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Il existe différents mécanismes de résistance par lesquels les bactéries sont capables
d’empécher 1’effet bactéricide ou bactériostatique des antibiotiques. Cette résistance est en
évolution constante a cause de leur utilisation massive par la population, tant au niveau de la
santé humaine que vétérinaire. Mais également a cause d’une mauvaise utilisation : a une dose
inappropriée ou sur une période inadaptée. Certaines infections deviennent, de nos jours,
difficiles a traiter. La lutte contre les bactéries multirésistantes est actuellement, un véritable

défi pour les soignants (Oliveira Ribeiro, Fontaine et al. 2020).

L’objectif de ce mémoire est d’évaluer la capacité de certaines huiles essentielles a potentialiser
le pouvoir antibactérien des antibiotiques. D’une part contre des bactéries qui y sont sensibles
afin de réduire la dose administrée. D’autre part contre des bactéries résistantes afin de rétablir
leur sensibilité & ces antibiotiques. Trois huiles essentielles seront ciblées et, pour chacune
d’entre elles, les activités directe, indirecte et synergique seront analysées. Les fondements
théoriques sur les bactéries, les mécanismes d’action des antibiotiques et les mécanismes de

résistance des bactéries seront abordes en premier lieu.



3. Fondements théoriques sur les bacteries et antibiotiques

3.1 Structure générale de la bactérie
Une bactérie est un organisme vivant unicellulaire qui ne possede pas de noyau ni d’organites.
Elle est constituée d’une paroi cellulaire qui permet la protection de son contenu. En dessous
de celle-ci se trouve la membrane plasmique, également appelée membrane cellulaire, qui
renferme le cytoplasme. Enfin, dans celui-ci se trouve I’acide désoxyribonucléique (ADN) ainsi
que des ribosomes, nécessaires a la synthése de protéines. D’autres éléments sont parfois
présents tels que la capsule, des plasmides (petites molécules circulaires d’ADN) ou encore le

flagelle, utile pour le déplacement de la bactérie (Dogné 2019).

Capside

Parois

cellulaire Membrane cellulaire

ADN

Nucléide

Cytoplasme

Flagelle

3.2 Le peptidoglycane

Les bactéries se distinguent en deux catégories en fonction de la composition de leur paroi
cellulaire : les bactéries Gram positif et les bactéries Gram négatif. Pour les deux types de
bactéries, les parois cellulaires sont constituées de peptidoglycane. C’est un hétéropolymeére
dans lequel le N-acétylglucosamine (NAG) et 1’acide N-acétylmuramique (NAM) sont reliés
par des liaisons osidiques de type B1->4. Sur ce disaccharide est li¢ un ensemble d’acides
aminés (L-Alanine, D-glycine, L-lysine, D-Alanine), lesquels forment une chaine
pentapeptidique. Pour réticuler la couche de peptidoglycane, une enzyme, nommée la
transpeptidase, va ajouter des chaines peptidiques au disaccharide. Cela constitue alors une
polymérisation d’unités disaccharide-pentapeptide (voir Annexe 1) (Vollmer, Blanot et al.
2008) (Kohanski, Dwyer et al. 2010).



3.3 Méthode de distinction des deux types de bactéries

La méthode la plus courante pour distinguer les deux types de bactéries est la coloration de
Gram. Le but est de réaliser une coloration en 4 étapes : coloration a I’aide du violet de gentiane,
fixation au lugol (= solution d’iode iodo-iodurée), décoloration par 1’alcool et enfin recoloration
a la fuchsine. Le cristal violet va colorer en violet la paroi des deux types de bactéries
confondues. Cette coloration va ensuite étre fixée par le lugol. L’ajout d’alcool permet de
décolorer la bactérie qui possede une bicouche lipidique externe et une paroi plus perméable,
c¢’est-a-dire, composée d’une quantité moindre de peptidoglycane. En effet, I’alcool va extraire
les lipides et ainsi rendre la membrane plus poreuse. Enfin, la fuchsine va colorer en rose les
bactéries qui avaient été, au préalable, décolorées par 1’alcool. 11 est alors possible de distinguer
les bactéries Gram positif, colorées en violet (non décolorées par 1’alcool) et les bactéries Gram
négatif, colorées en rose (voir Annexe 2) (Lambert de Rouvroit 2019) (Astier-Théfenne, Wolf
et al. 2014).

3.4 Composants différents dans les deux types de bactéries
Bactérie Gram negatif Bactérie Gram positif

- Présence d’une couche de peptidoglycane - Le constituant majeur est le peptidoglycane
(entre 30 et 100 nm).

- Des acides téichoiques sont présents et sont

beaucoup plus fine (quelques nm).
- Présence de deux bicouches lipidiques :
interne

o La plus constituée de liés au peptidoglycane afin de maintenir la

phospholipides uniquement

o La plus externe constituée de
phospholipides et de lipopolysaccharide
(LPS) (= membrane externe)

- Le périplasme qui se trouve entre la couche

de peptidoglycane et la bicouche lipidique

externe.

- Présence de porines qui permettent 1’entrée

de petites molécules hydrophiles

(Silhavy, Kahne et al. 2010).

structure de la paroi.

- Il'y a aussi des acides lipotéichoiques ancrés
dans la membrane cytoplasmique.

- Les protéines capsulaires, lorsqu’elles sont
en grand nombre, forment une couche
protectrice supplémentaire aux bactéries
(Rohde 2019).
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Polysaccharides capsulaires
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Protéines capsulaires
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3.5 Mécanismes d’action des antibiotiques
Les antibiotiques ont deux activités reconnues : ils sont soit bactériostatiques, soit bactéricides.
Avoir un effet bactériostatique signifie que 1’antibiotique inhibe le développement de la bactérie
sensible a son action, I’empéchant ainsi de se diviser. Par contre, si I’antibiotique posséde un
effet bactéricide, il empéche définitivement le développement de la bactérie et va la tuer (CBIP
2020).

Pour pouvoir observer I’effet de I’antibactérien, une concentration minimale inhibitrice (CMI)
de I’antibiotique, ou tout autre substance ayant une propriété antibactérienne, est nécessaire. En
deca de cette CMI, la bactérie est encore capable de croitre. De plus, pour maintenir 1’activité
de certains antibiotiques, il est nécessaire que leur concentration dans le sang soit toujours
supérieure a la CMI pendant une durée bien déterminée. La compliance est le point clé pour
conserver cette concentration sérique. Cette durée est calculée en fonction du temps de demi-
vie de I’antibiotique, celui-ci permet de déterminer une dose. Il est absolument indispensable
de respecter les intervalles de prises des antibiotiques afin que la dose ingérée puisse maintenir
une concentration stable dans le sang. Pour d’autres antibiotiques, le plus important est
d’atteindre un pic de concentration. En effet, méme si les concentrations dans le sang ne sont
plus détectables, I’antibiotique continue tout de méme son inhibition au niveau du
développement de la bactérie. Cela permet, des lors, de diminuer les doses administrees (Tré-
Hardy 2020) (CBIP 2020).
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Les antibiotiques possédent différentes cibles au niveau de la bactérie :

A. La synthése de la paroi : Parmi les inhibiteurs de la paroi se trouvent les antibiotiques

B-lactames (pénicillines, céphalosporines, monobactames, carbapénemes). Ceux-ci vont
se lier a la transpeptidase, qui sera alors appelée la protéine de liaison a la pénicilline
(penicillin binding protein (PBP)). En inhibant cette enzyme, ils inhibent alors la
synthése de peptidoglycane et ainsi la formation de la paroi cellulaire. Dans cette classe
se trouvent également les glycopeptides qui vont aussi inhiber la biosynthese de la paroi
cellulaire des bactéries, en se liant a un précurseur de la chaine pentapeptidique qui est
le dipeptide D-alanyl-D-Alanine (Dogné, Douxfils etal. 2021) (Eyler and Shvets 2019).

B. La synthese des protéines : Dans cette classe, il y a, tout d’abord, les macrolides. Ils

vont interagir spécifiquement avec la sous-unité 50S du ribosome, empéchant ainsi la
synthése des protéines par celui-ci. Les lincosamides, telle la clindamycine, ont un
mécanisme d’action similaire aux macrolides, ayant également un effet sur la sous-unité
50S. Ensuite, les tétracyclines, qui se lient directement a la sous-unité 30S du ribosome,
bloquent ainsi la traduction. Enfin, parmi les inhibiteurs de la synthese protéique, se
trouvent également les aminoglycosides qui vont bloquer I’initiation de la synthése
protéique en se fixant sur la sous-unité 30S (Dogné, Douxfils et al. 2021) (Lin, Zhou et
al. 2018).

C. La synthese des acides nucléiques : Les inhibiteurs d’acides nucléiques comprennent

les quinolones. Ces antibiotiques vont inhiber 1’action de la topoisomérase de type Il
(ADN gyrase) et 1’action de la topoisomérase de type IV. Ces enzymes controlent le
surenroulement du chromosome dans le cytoplasme, nécessaire a la formation de I’ADN
bactérien. (Correia, Poeta et al. 2017) Les rifamycines vont inhiber 1’acide ribonucléique
(ARN) polymérase, une enzyme qui permet la transcription d’une molécule d’ADN en
une molécule d’ARN. Cela permet d’inhiber le métabolisme des acides nucléiques et de

provoquer, ainsi, la mort de la bactérie (Kohanski, Dwyer et al. 2010).

D. La membrane plasmique : Les antibiotiques qui agissent au niveau de la membrane

plasmique sont les polymyxines. Ils vont interagir avec le lipide A, élément essentiel a
la formation du LPS qui est un composant de la membrane externe. Celle-ci devient

alors instable, ce qui permet d’inactiver la bactérie (Yin, Wang et al. 2019).



E. Les réactions métaboliques : Parmi les antimétabolites se trouvent les sulfamides et le

triméthoprime, utilisés en association dans le co-trimoxazole. D’une part, les sulfamidés
antibactériens vont inhiber la dihydroptéroate synthase, une enzyme bactérienne qui a
un role dans la fabrication d’un précurseur de l’acide folique. D’autre part, le
triméthoprime, un antibiotique qui inhibe la dihydrofolate réductase, une enzyme
permettant la réduction de I’acide dihydrofolique en acide folique. L acide folique est
nécessaire a la croissance des bactéries, raison pour laquelle il est la cible de cette classe
(Eyler and Shvets 2019).

4. Principaux mécanismes de résistance des bactéries aux antibiotiques

4.1 La résistance naturelle, intrinseque ou structurelle
La résistance intrinséque des bactéries est simplement due a leur propre structure. Deux
mécanismes de résistance vont étre brievement décrits ci-dessous. La résistance intrinseque
résulte surtout d’une synergie de ces deux mécanismes (Schéma voir Annexe 3) (Cox and
Gerard 2013).

A. Membrane externe

Un premier mécanisme de résistance naturelle peut étre décrit chez les bactéries Gram négatif.
En effet, celles-ci présentent une barriére naturelle de protection qui est la membrane externe.
Cette membrane est moins fluide, notamment par la présence de LPS, qui contient le lipide A,
ce qui la rend alors moins perméable. Seules les molécules hydrophiles traversent cette
membrane par le biais des porines. Par contre, les bactéries Gram positif, via leur couche épaisse
de peptidoglycane, permettent un passage aisé aux grosses molécules et notamment aux
antibiotiques. Mise a part la présence d’acides téichoiques, il y a peu d’obstacles dans la paroi,

ce qui rend la bactérie Gram positif plus sensible aux antibiotiques (Cox and Gerard 2013).

Un bon exemple pour illustrer ce mécanisme est le cas de la vancomycine. Comme expliqué
précédemment au point 3.5, ce glycopeptide cible un dipeptide ajouté lors de la réticulation du
peptidoglycane. Cet antibiotique étant volumineux, il va étre bloqué au niveau de la membrane
externe chez les bacteries Gram négatif et ne pourra donc pas atteindre sa cible qui se trouve un
étage plus bas. La vancomycine est, des lors, nettement plus active sur les bactéries Gram
positif, de par son acces facilité au niveau du résidu peptidique du peptidoglycane. Les bactéries

Gram négatif sont alors naturellement résistantes a cet antibiotique (Blair, Webber et al. 2014).
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B. Pompes a efflux

Un second mecanisme de résistance intrinseque qui peut étre décrit, est la pompe a efflux. Celle-
ci a la capacité de transporter des molécules en dehors de la cellule bactérienne y compris les
antibiotiques. Ce mécanisme d’efflux diminue alors la concentration intracellulaire de
I’antibiotique, ce qui permet la survie de la bactérie. Les pompes a efflux peuvent étre
spécifiques a une molécule en particulier mais elles peuvent aussi transporter un large spectre
de substances. Les pompes a efflux non spécifiques, qui transportent plusieurs classes
d’antibiotiques de structure différente, sont appelées les pompes a efflux multirésistantes. Ces
pompes sont en constante évolution, les études ne cessent d’en découvrir de nouvelles dans les

souches de bactéries multirésistantes (Blair, Webber et al. 2014) (Blair, Richmond et al. 2014).

Les pompes a efflux sont répertoriées en deux sous-catégories : les transporteurs primaires et
les transporteurs secondaires. Pour commencer, le premier groupe, qui est constitué de la
famille des transporteurs ATP-binding cassette (ABC). Ces transporteurs possedent deux
domaines cytoplasmiques auxquels se lient les nucléotides, fixation qui entraine I’hydrolyse de
I’adénosine triphosphate (ATP). Cette libération d’ATP, caractéristique d’un transporteur
primaire, permet un changement de conformation des deux domaines transmembranaires, se
trouvant dans la bicouche lipidique de la bactérie, permettant ainsi de sortir I’antibiotique, par

exemple, hors de la cellule (Durdes, Pinto et al. 2019).

Vient ensuite, le deuxieme groupe qui contient plusieurs sous-familles : la superfamille des
facilitateurs majeurs (major facilitator superfamily (MFS)), la famille des petits transporteurs
multirésistants (small multidrug resistance family (SMR)), la famille de la division-résistance-
nodulation (resistance-nodulation-division family (RND)) et la famille d’extrusion de plusicurs
médicaments et composés toxiques (multidrug and toxic compound extrusion family (MATE)).
Toutes ces familles utilisent un gradient électrochimique de protons pour obtenir I’énergie

nécessaire a la réalisation de leur mécanisme d’action (Blair, Richmond et al. 2014).

Concernant leur mécanisme d’action, les transporteurs MFS nécessitent un changement de
conformation pour permettre la sortie de la molécule dans le périplasme. Le transporteur va lier
la molécule d’un c6té de la bicouche phospholipidique de la bactérie et va ensuite changer de
conformation, libérant ainsi un site de liaison a la molécule. Celle-ci va, des lors, pouvoir
avancer et étre acheminée hors de la cellule. C’est ce mécanisme d’alternance de conformation
qui est essentiel au fonctionnement de la pompe a efflux (voir Annexe 4) (Yan 2015) (Duraes,
Pinto et al. 2019).
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Les pompes a efflux SMR sont exclusives aux bactéries. Elles sont constituées de quatre hélices
transmembranaires : deux hélices vont se charger de former une poche pour la liaison du
substrat, les deux autres vont, quant a elles, former un homodimére qui permettra la sortie du
substrat dans le périplasme. Les substrats qui vont se lier a cette poche sont des ammoniums
quaternaires. L’exemple le plus courant pour lequel il existe une réesistance accrue est le
chlorure de benzalkonium. Cette pompe SMR va alors induire une résistance notamment dans

la désinfection hospitaliére (Mitchell, Stone et al. 2019).

Les pompes a efflux RND comportent un complexe tripartite unique: la pompe
transmembranaire, le canal de la membrane externe ainsi que la protéine adaptatrice
périplasmique qui relie les deux autres composants du complexe. La particularité de cette
pompe RND, est qu’elle permet la sortie des molécules directement dans le milieu extérieur de
la cellule, contrairement aux autres pompes qui expulsent les substrats dans le périplasme de la
bactérie. Si la molécule essaye de réintégrer la cellule a nouveau, elle doit alors traverser la
membrane externe, ce qui est plus complexe que de passer uniguement la membrane interne, si
elle se trouvait dans le périplasme. Ces transporteurs RND sont la sous-famille qui entraine le
plus de résistance chez les bactéries Gram négatif. Ces pompes présentent un large spectre de
molécules qui sont substrats, raison pour laquelle elles font partie des pompes a efflux
multirésistantes (Durdes, Pinto et al. 2019) (Li, Plésiat et al. 2015) (Nikaido and Takatsuka
2009).

Les pompes a efflux MATE ont la particularité de pouvoir utiliser un gradient électrochimique
d’ions sodium pour effectuer leur action ou, plus classiquement comme les autres pompes, un
gradient de protons. Les molécules qui sont substrats de ces pompes sont de nature cationiques
et lipophiles. Le mécanisme d’action des pompes MATE est similaire a celui des MFS, c¢’est-
a-dire qu’il repose également sur un systéme d’alternance de conformation pour faire progresser
la molécule en dehors de la cellule. Le gradient électrochimique de protons ou d’ions sodium
induit un réarrangement conformationnel des hélices membranaires qui permet 1’efflux (Du,

Van Veen et al. 2015) (Durdes, Pinto et al. 2019).

L’enjeu actuel est évidemment de développer des principes actifs inhibiteurs de ces pompes a
efflux afin d’assurer I’activité de I’antibiotique sur la bactérie ciblée et ainsi de réduire la
résistance associée a ces pompes. Cela permettrait ainsi de diminuer la gravité des infections
bactériennes. La difficulté majeure de ces inhibiteurs de pompes est leur toxicité sur les cellules
eucaryotes (Blair, Webber et al. 2014).
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4.2 La résistance adaptative
La résistance adaptative représente un ensemble de mécanismes que la bactérie met en place en
réponse a son environnement extracellulaire. Elle peut, notamment, produire des cellules
persistantes qui arrétent leur croissance et se maintiennent au repos. Ainsi, elles sont
inaccessibles pour les antibiotiques qui agissent sur cette croissance bactérienne. Un autre
mécanisme de résistance adaptative est le développement de biofilms. Ceux-ci sont composés
d’une communauté de micro-organismes encapsulée dans une matrice d’exopolysaccharides
(EPS) (composée de polysaccharides hydratés, de protéines et d’ADN). Cette matrice d’EPS
forme alors une surface mille fois plus résistante a 1’action des antibiotiques. Un signal de
cellule a cellule est nommé le quorum sensing. Il permet, par le biais de molécules de
signalisation, appelées autoinducteurs, d’augmenter, par exemple, la sécrétion d’EPS. Lorsque
ces molécules sont en grand nombre, elles représentent un quorum. Ce phénoméne de quorum
sensing ne survient que lorsque les bactéries ont atteint une densité cellulaire spécifique.
Ensuite, un mécanisme particulier repéré chez Pseudomonas aeruginosa est sa capacité de
synthétiser deux sidérophores. Ce sont des chélateurs de fer qui vont alors puiser le fer
nécessaire a la croissance de la bactérie. Cette bactérie posséde également des genes qui
permettent I’acquisition de sidérophores appartenant a d’autres organismes. Cette particularité
du génome permet d’acquérir des sidérophores sans les synthétiser, ce qui représente une
dépense métabolique moindre. Enfin, le dernier mécanisme de résistance adaptative, également
observé chez P. aeruginosa, est I’utilisation de parabénes comme source nutritive. Les
parabénes sont fréquemment utilisés comme agents conservateurs dans les produits

pharmaceutiques (Arzanlou, Chain et al. 2017) (Venkatesan, Govindaraj et al. 2015).

16



5. Principale souche bactérienne résistante
Les bactéries possedent différents mécanismes moléculaires pour résister a 1’action des
antibiotiques : modification/inactivation de 1’antibiotique, modification de la cible de
I’antibiotique, augmentation de I’efflux de I’antibiotique ou encore réduction de I’absorption
de I’antibiotique. Dans certains cas, les mécanismes sont combinés ce qui confere aux bactéries

une résistance encore plus importante (Arzanlou, Chain et al. 2017).

5.1 Staphylococcus aureus résistants a la méticilline (SARM)
Le staphylocoque doré est responsable de nombreuses infections et doit étre traité par des
antibiotiques. Cependant, cet agent bactérien a développé des mécanismes qui lui permettent

de résister a leur action (Peacock and Paterson 2015).

A. Résistance aux antibiotigues B-lactames

La résistance de la bactérie a cette classe d’antibiotiques est liée a 1’acquisition d’un gene
nommeé blaZ qui code pour I’enzyme B-lactamase. Celle-ci hydrolyse le cycle B-lactame
caractéristique de ces antibiotiques et empéche ainsi leur mécanisme d’action. Des nouveaux
antibiotiques ont alors été développés, notamment la méticilline, résistante a la pénicillinase,

qui est la B-lactamase spécifique de la pénicilline (Vestergaard, Frees et al. 2019).

Un autre mécanisme de résistance développé par cette souche concerne les PBP. La bacteérie est
capable de diminuer leur quantit¢ mais peut également réduire leur affinité pour les
antibiotiques B-lactames. Par un systéme de transfert horizontal de géne, les SARM ont acquis
un nouveau géne, le gene mecA, qui code pour nouvelle PBP, nommée la PBP2a. Les
antibiotiques ont une affinité moindre pour ce type de PBP, ce qui permet alors a la bactérie de

résister a son action (Peacock and Paterson 2015) (Vestergaard, Frees et al. 2019).

B. Résistance a la vancomycine

Les SARM comportent, dans leur génome, un opéron vanA qui permet a la bactérie
d’hydrolyser le dipeptide D-Ala-D-Ala, empéchant ainsi le mécanisme d’action de la
vancomycine. Cet opéron va également permettre a la bactérie de synthétiser un autre
précurseur du peptidoglycane de type D-Ala-D-lactate auquel la vancomycine est incapable de

se lier (McGuinness, Malachowa et al. 2017).

C. Résistance aux macrolides, lincosamides, aminoglycosides et tétracyclines

Les SARM vont acqueérir un géne erm, qui code pour une méthylase, qui a pour role d’ajouter

des groupements méthyle au niveau de la sous-unité ribosomale. La structure de la cible est
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alors modifiée, ce qui empéche son interaction avec les antibiotiques. Les bactéries peuvent
également acquérir un géne msr(A), qui code pour une pompe a efflux de type ABC ou encore
un géne mef(A), qui code pour une pompe a efflux de type MFS. Ces deux pompes ont pour but
commun d’expulser 1’antibiotique hors de la bactérie et lui conférent alors une résistance.
D’autres formes de résistance se manifestent aussi par des mutations dans les protéines

ribosomiques (Vestergaard, Frees et al. 2019) (FelRler, Wang et al. 2018).

Les bactéries de type SARM vont étre capables d’inactiver I’activité des aminoglycosides grace
a une enzyme modifiant les aminoglycosides (aminoglycoside-modifyingenzymes (AME)). Les
AME sont subdivisées en cing grandes classes, en fonction de la modification chimique dont
elles sont responsables. Les bactéries peuvent également résister aux aminoglycosides par un
autre mécanisme : 1’acquisition de méthyltransférases. Celles-ci vont agir au niveau du
ribosome, empéchant ainsi la liaison sur le site actif de I’antibiotique. Enfin, la bactérie peut
¢galement induire une dépolarisation de sa membrane, permettant de réduire I’absorption de

I’aminoglycoside (Vestergaard, Frees et al. 2019) (Khosravi, Jenabi et al. 2017).

Les bactéries SARM acquierent, dans leur génome, des génes tet(K) et tet(L) qui codent pour
des pompes a efflux de type MFS. Ce type de pompe, grace au gradient électrochimique de
protons, permet 1’efflux des tétracyclines en dehors de la cellule. Les SARM possedent
également des génes tet(M) et tet(O), responsables de la protection du ribosome contre les
antibiotiques (Vestergaard, Frees et al. 2019) (Ardic, Ozyurt et al. 2005).

D. Résistance aux quinolones et rifamycines

La résistance se développe suite & deux mutations : une mutation au niveau de la topoisomérase
de type IV et une mutation au niveau de la topoisomérase de type Il (ADN gyrase), toutes deux
cibles des fluoroquinolones. Ces mutations sont acquises grace a des génes, respectivement
grlA et gyrA. Les bactéries peuvent également surexprimer des pompes a efflux de type MFS
qui sont NorA, NorB et NorC. Ces pompes induisent, des lors, une réduction de la concentration
de I’antibiotique dans la cellule (Vestergaard, Frees et al. 2019) (Foster 2017).

E. Résistance aux triméthoprime-sulfaméthoxazole

Apres un long traitement par le co-trimoxazole, une mutation se produit au niveau des enzymes
dihydroptéroate synthase et dihydroptéroate réductase, respectivement les cibles du
sulfaméthoxazole et du triméthoprime. Cela réduit, dés lors, leur affinité pour leur enzyme

cible. Il'y a également des mutations de la thymidylate synthase, nécessaire a la biosynthése de
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thymidine qui intervient dans la synthése d’ADN et la réplication bactérienne (Vestergaard,
Frees et al. 2019) (Kriegeskorte, Loré et al. 2015).

6. Description globale des huiles essentielles
Une huile essentielle (HE) est un composé liquide hydrophobe obtenu par distillation a la
vapeur d’eau a partir d’une plante aromatique ou encore depuis un constituant de cette plante.
Elle va surtout étre utilisée dans les cosmétiques et parfums mais peut également avoir un
impact important en medecine par ses propriétés thérapeutiques antibactériennes, notamment

retrouvées dans les métabolites secondaires (Rios 2016) (Nazzaro, Fratianni et al. 2013).

6.1 Types d’action

I1 est important de distinguer les trois types d’action majoritairement recherchés dans les études.
En premier lieu, I’action directe de I’HE, c¢’est-a-dire, son action antibactérienne par elle-méme.
Ensuite, I’action indirecte qui représente la capacité de I’HE & inhiber le mécanisme de
résistance de la bactérie lorsqu’elle est utilisée a une dose inférieure a la CMI, dose a laquelle
elle est non active lorsqu’elle est utilisée seule. Elle va, dés lors, restaurer ou améliorer I’activité
de I’antibiotique. Enfin, I’HE peut étre utilisée en association avec 1’antibiotique contre des
agents pathogenes. (Oliveira Ribeiro, Fontaine et al. 2020). La synergie est caractérisée par
I’indice Fractional inhibitory concentration (FIC) qui représente la CMI de la substance utilisée
en association divisée par la somme des CMI de chaque substance utilisée seule. Un indice FIC
< 0,5 indique une synergie ou ’effet combiné est supérieur a la somme des effets individuels
des substances. L’indice FIC entre 0,5 et 1 illustre un effet additif ou I’effet combiné est égal a
la somme des effets individuels des substances. Entre 1 et 2, il y a une indifférence d’effet et
un indice FIC > a 2, ¢’est un antagonisme d’effet (Faleiro and Miguel 2013).

Globalement, de par leur nature hydrophobe, les HE ont tendance a étre plus actives sur les
bactéries Gram positif que sur les bactéries Gram négatif. Cela est notamment di a leur
différence de composition de paroi cellulaire, comme expliqué au point 3.4. En effet, les
molécules contenues dans les HE sont plut6t lipophiles et vont, dés lors, étre bloquées dans la
membrane externe que seules les bactéries Gram négatif possédent. De plus, elles contiennent
¢galement I’¢é1ément particulier qu’est le LPS qui renforce d’autant plus la résistance au passage
de ces molécules hydrophobes. Par contre, elles pénétrent facilement la paroi des bactéries
Gram positif grace a leur richesse spécifique en peptidoglycane. Toutefois, certaines petites
molécules hydrophiles parviennent tout de méme a traverser la paroi des bactéries Gram négatif
en empruntant le chemin des porines (Nazzaro, Fratianni et al. 2013).
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6.2 Composition chimique
Les HE sont des mélanges complexes de différents constituants naturels qui peuvent étre
répertoriés en deux classes, selon leur voie de synthese: les terpénoides et les

phénylpropanoides (Bouyahya, Bakri et al. 2017).

A. Terpénoides

La voie de biosynthese des terpénoides est divisée en deux étapes: la voie de 1’acide
mévalonique (mevalonic acid (MVA)) et la voie du 2-C-méthyl-D-érythritol-4-phosphate
(MEP). Celles-ci vont synthétiser les précurseurs des terpénoides qui sont
I’isopentényldiphosphate (IPD) et son isomére le diméthylallyldiphosphate (DMADP). La voie
du MVA, réalisée au niveau du cytoplasme ou des peroxysomes, permet leur synthése a partir
d’acétyl-CoA(voir Annexe 5). La voie du MEP, se produit dans les plastes et est, quant a elle,
initiée par du pyruvate pour produire également de I’IPD et de DMAPD (voir Annexe 6). En
fonction des divers assemblages d’IPD et de DMADP, il est possible de générer un
hémiterpénoide qui possede cing atomes de carbone ou un monoterpénoide qui posséde alors
dix atomes de carbone ou encore un sesquiterpénoide ayant quinze atomes de carbone
(Bouyahya, Bakri et al. 2017) (Zheng, Li et al. 2019) (Bergman, Davis et al. 2019).

B. Phénylpropanoides

La voie de biosynthése des phénylpropanoides débute par la formation de phénylalanine qui est
le résultat de 1’association du 4-phosphate d’érythrose avec le phosphoénolpyruvate (PEP), et
via la formation d’un intermédiaire shikimate. La phénylalanine est ensuite convertie en acide
trans-cinnamique par la phénylalanine-ammoniac lyase (PAL). L’acide va alors mener a la
formation des phénylpropanoides caractérisés par une structure contenant un groupe phénol
aromatique a six atomes de carbone (voir Annexe 7) (Sharma, Shahzad et al. 2019) (Vogt
2010).

6.3 Recommandations pour la comparaison de 1’activité antibactérienne
L’activité antibactérienne des HE varie trés fortement en fonction de quatre facteurs: la
composition chimique de I’HE, la souche sélectionnée, la méthode utilisée pour déterminer
I’action antibactérienne de I’HE et les controles effectués lors de I’analyse des HE. C’est
notamment en raison de ces nombreuses variations qu’il est trés difficile de comparer les
activités antibactériennes de différentes HE. Des lignes directrices dans les articles devraient
alors étre respectées pour permettre une comparaison intéressante (Ribeiro, Fraselle et al. 2021).
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Les différents parametres qui influencent la composition chimique des HE sont multiples : le
climat, les variations saisonnieres, la période de récolte de la plante, la partie utilisée de la plante
mais encore le génotype de la plante. Ce sont tant des facteurs abiotiques que biotiques. Afin
d’obtenir une composition constante dans les HE, il est essentiel de les extraire dans les mémes
conditions. Trois parametres doivent étre identifiés pour comparer des HE en fonction de leur
composition chimique : I’origine géographique de la plante, la partie de la plante utilisée et la
méthode d’extraction de I’HE. Ces parameétres doivent également étre mentionnés lors de
I’utilisation d’une HE commercialisée (Ribeiro, Fraselle et al. 2021) (Bakkali, Averbeck et al.
2008).

Concernant la souche sélectionnée, il est important de préciser s’il s’agit d’une souche de
référence ou si ¢’est une souche clinique. S’il s’agit d’une souche de réfeérence, il faut indiquer
quel est son numéro d’identification, pour permettre une comparaison exacte. S’il s’agit d’une
souche clinique, il faut que I’antibiogramme soit inclus dans ’article afin de caractériser sa
résistance aux antibiotiques utilisés dans I’étude et préciser I’origine de 1’échantillon (Ribeiro,
Fraselle et al. 2021).

Des controles doivent étre effectués pour s’assurer de la croissance ou la non croissance des
souches et pour examiner la stérilit¢ du milieu utilisé. 1l faut également vérifier que
I’interprétation des résultats de ’activité antibactérienne des HE soit correcte. En effet, celle-ci
peut étre faussée par 1’ajout d’un solvant, qui posséde lui-méme sa propre activité
antibactérienne. Cet agent solubilisant est nécessaire car I’HE est hydrophobe. Il permet alors
la répartition de I’huile dans le milieu. Il faut, dés lors, tester le solvant sur la souche sans la
présence de I’HE pour s’assurer que I’interprétation des résultats de 1’activité ne concerne que
I’HE. Afin de faciliter I’ interprétation des résultats et la comparaison de ceux-ci, il est préférable
d’utiliser les mémes unités de CMI qui sont soit des mg/ml ou des ug/ml (Ribeiro, Fraselle et
al. 2021).

Il existe donc une série de recommandations afin de réaliser une comparaison optimale des HE.
Le Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI) a fixé certaines lignes directrices a suivre
lors de I’étude de I’activité antibactérienne des HE : utiliser un bouillon de type Mueller-Hinton
comme milieu de référence, effectuer un inoculum par une méthode de suspension avec des
colonies agées de 18 a 24h au maximum et qui ont une densité finale de 5x10° Colony forming
unit (CFU)/ml et réaliser une incubation des tubes ou des plaques a une température de 35°C +
2°C pendant une période de 16 a 20h (Ribeiro, Fraselle et al. 2021).
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6.4 Mécanismes d’action
De multiples mécanismes d’action entrent en jeu dans 1’activité antibactérienne des HE. Le
terme de « polyvalence des HE » est souvent utilisé car elles ne possedent pas un mécanisme
d’action unique, mais bien un ensemble d’actions qui ciblent les cellules bactériennes. Les
effets antibactériens dépendent de la composition chimique de ’HE ¢étudiée ainsi que de la

souche bactérienne testée (Nazzaro, Fratianni et al. 2013) (Bouyahya, Bakri et al. 2017).

La nature hydrophobe des HE leur permet une interaction facilitée avec les phospholipides de
la bicouche lipidique des bactéries. Elles vont induire des changements de conformation dans
cette bicouche et perturber le transfert transmembranaire. Ceci a un impact direct sur la
régulation énergétique de la bactérie ainsi que sur la régulation de son contenu (transferts
d’énergie ou transferts de solutés couplés a la membrane). En se liant & ces phospholipides, les
HE peuvent induire la formation d’un canal au travers de cette bicouche qui méne, dés lors, a

une fuite du contenu cytoplasmique (Bouyahya, Bakri et al. 2017).

Les HE peuvent également interférer avec les acides gras qui structurent la membrane. Elles
vont, d’une part, augmenter le nombre d’acides gras saturés entrainant une augmentation de la
rigidité membranaire. D’autre part, les HE vont diminuer le nombre d’acides gras insaturés
induisant une réduction de la fluidité de la membrane. Les cellules deviennent alors
défectueuses en acides gras insaturés mais peuvent tout de méme poursuivre la synthése de
phospholipides. Elles vont perdre des métabolites, ce qui va, par conséquent, mener a leur lyse.
Les HE peuvent également agir sur les enzymes responsables de la synthése des acides gras et
notamment sur 1’enzyme désaturase membranaire (Di Pasqua, Betts et al. 2007) (Nazzaro,
Fratianni et al. 2013).

Les HE peuvent aussi impacter la division cellulaire des bactéries. Elle est régulée par un type
de tubuline, présent chez les procaryotes, qui est la protéine filamenteuse thermosensible Z
(Filamentous temperature-sensitive protein Z (FtsZ)). Ce régulateur de division cellulaire va
alors s’auto-assembler pour former un complexe en forme d’anneau, étape dépendante de
I’hydrolyse de la guanosine triphosphate (GTP) en guanosine diphosphate (GDP). Cet anneau
se contracte et permet la division de la cellule mére en deux cellules filles. Les HE vont alors
empécher cette polymérisation d’une part, et inhiber 1’hydrolyse de GTP d’autre part. Les HE
vont également endommager les protéines membranaires telles que les protéines chaperonnes,
impliquées dans la protection de la cellule contre un stress thermique (Nazzaro, Fratianni et al.
2013) (Bouyahya, Bakri et al. 2017).
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Les bactéries sont capables de produire de I’ATP par deux moyens : via la chaine respiratoire
au niveau de la membrane ainsi que via la glycolyse dans le cytoplasme. Il se créé alors un
équilibre entre les concentrations intracellulaire et extracellulaire d’ATP. Les HE vont perturber
cet équilibre. Elles vont produire une réduction du pool d’ ATP intracellulaire, soit en diminuant
sa synthése, soit en augmentant son 1’hydrolyse. Par contre, elles ne modifient pas la
concentration extracellulaire. Les HE peuvent également inhiber les enzymes de type ATPase,
impliquées dans la synthése d’ATP (Bouyahya, Bakri et al. 2017) (Nazzaro, Fratianni et al.
2013) (Ultee, Kets et al. 1999).

Un dernier mécanisme d’action décrit est leur action contre le quorum sensing, qui a une grande
importance dans la résistance bactérienne. Le précurseur des molécules de signalisation est
I’homosérine lactone acylée (acylated homoserine lactone (AHL)) chez les bactéries Gram
négatif et est un oligopeptide chez les bactéries Gram positif. Les HE vont alors réduire la
production d’AHL, ce qui a pour conséquence de diminuer la formation du biofilm. Elles
peuvent également inhiber le transport d’AHL, se comporter comme antagonistes de ces AHL
ou encore interagir avec le récepteur des molécules d’AHL en aval de la liaison (Bouyahya,
Bakri et al. 2017) (Nazzaro, Fratianni et al. 2013) (Nazzaro, Fratianni et al. 2013).
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7. Principales huiles essentielles utilisées
7.1 Origan

A. Description
L’origan (Origanum vulgare) fait partie de la famille des Lamiacées et est une herbe a partir de

laquelle il est possible d’extraire son HE. Comme pour toutes les HE, sa composition chimique
est trés variable (cfr 6.2). Toutefois, le carvacrol (5-isopropyl-2-méthylphénol) en est un
constituant majoritaire. Le thymol (2-isopropyl-5-méthylphénol), isomére du carvacrol, a
également une place importante dans sa composition chimique, mais en quantité nettement
moindre. Ces deux constituants font partie de la famille des terpénoides. Ce sont des composés
monoterpénoides qui comprennent donc dix atomes de carbone et un groupement phénol (voir
Annexe 8). Ce dernier présente un groupe hydroxyle qui a un role important dans 1’action
antibactérienne de I’HE d’origan (Bakkali, Averbeck et al. 2008) (Cui, Zhang et al. 2019)
(Kachur and Suntres 2019).

B. Activité directe

L’huile essentielle d’origan posséde des activités bactéricide et bactériostatique directes élevees
contre les bactéries, notamment de type SARM. Utilisée a une concentration d’environ 2 %
(v/v), elle posséde une CMI de 0,031 % (v/v). Cela s’explique par plusicurs mécanismes
d’actions qui agissent de maniére synergique ou additive. Ils ont plusieurs sites d’action au
niveau cellulaire. Le carvacrol et le thymol, par leur nature hydrophobe, ont une action directe
sur la membrane cellulaire des bactéries. lls sont capables de la traverser et de perturber sa
structure. En effet, ils vont s’intercaler entre les acides gras et entrainer une modification de la
conformation de la bicouche lipidique des bactéries. De plus, grace a leur groupe hydroxyle, ils
sont capables d’agir comme échangeur de protons en perturbant le gradient électrochimique au
sein de la membrane. Cela a pour conséquence de réduire la force motrice de protons et de
diminuer également le pool intracellulaire d’ATP, menant a la mort bactérienne (Kachur and
Suntres 2019). En interagissant avec la membrane, le carvacrol et le thymol modifient sa
perméabilité et induisent une fuite des ions potassium. Cette action a un impact direct sur la
génération du potentiel membranaire, sur I’activation des enzymes présentes dans le cytoplasme
et sur le maintien de la pression de turgescence dans les cellules. Les différentes actions des
composés sur la membrane bactérienne représentent le mécanisme d’action le plus important

de I’HE d’origan (Bouhdid, Abrini et al. 2009).
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Le flagelle est un élément important pour la bactérie, car il permet son adhésion et son invasion
au sein des cellules hotes. Il rend également la bactérie mobile, lui donnant ainsi la possibilité
de se déplacer vers un milieu favorable a sa croissance. Ce flagelle est constitué d’une vingtaine
de protéines, dont la principale est la flagelline, considérée comme 1’organite de motilité de la
bactérie. Dans des conditions défavorables, telle une concentration élevée de carvacrol de 1mM,
la bactérie arréte d’elle-méme la production de flagelline. Cela lui permet de garder son énergie
pour assurer d’autres fonctions cellulaires. Le carvacrol, dans cette situation, rend donc la
bactérie non mobile. La mobilité du flagelle est assurée par un moteur rotatif, qui se trouve a sa
base, et qui tire son énergie de la force motrice des protons. Le thymol et le carvacrol, comme
expliqué ci-dessus, réduisent cette force motrice grace au groupe hydroxyle présent dans leur
structure. lls vont donc diminuer la vitesse du moteur rotatif et, par conséquent, impacter la
mobilité du flagelle (Kachur and Suntres 2019).

L’ ATP synthase, présente dans les mitochondries et dans la membrane plasmique des bactéries,
a pour role de générer de I’ATP a partir d’adénosine diphosphate (ADP) et de phosphate
inorganique en utilisant 1’énergie fournie par le gradient électrochimique de protons. Le
carvacrol et le thymol agissent comme échangeur de protons au niveau de la membrane et
perturbent le gradient. Avec une force motrice de protons réduite, 1’activité de I’ATP synthase
est diminuée. Cette diminution a pour conséquence de réduire le pool intracellulaire d’ATP et
de provoquer la mort cellulaire de la bactérie. Les isoméres peuvent agir également directement
au niveau de la structure de I’ATP synthase, en 1’inhibant partiellement pour le thymol et
completement pour le carvacrol. Cela signifie donc que 1’orientation spatiale des groupes

fonctionnels a une importance dans le degré d’inhibition (Kachur and Suntres 2019).

L’HE d’origan provoque une coagulation du matériel cytoplasmique. Dans celui-Ci se
retrouvent un précipité de protéines anormales, des débris de la paroi cellulaire et des vésicules
de la membrane cytoplasmique. Cette coagulation indique que I’HE d’origan a bel et bien altéré

la membrane cytoplasmique de la bactérie (Bouhdid, Abrini et al. 2009).

Comme les bactéries sont capables de développer des mécanismes de résistance contre les
antibiotiques, les ¢études ont examiné si elles étaient également capables d’acquérir une
résistance contre les HE. Il a été démontré qu’aprés 50 passages d’HE d’origan (Origanum
vulagre), a des concentrations sub-inhibitrices, entre 100 et 800 mg/ml sur des bactéries, seules
Morganella morganii et Proteus mirabilis ont augmenté leur CMI. Tandis que, au contraire, S.
aureus, Salmonella typhimurium et P. aeruginosa, sont devenus plus sensibles a I’HE d’origan.

Le développement d’une résistance aux HE est tout de méme rare car leurs mécanismes d’action
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ciblent plusieurs sites au sein des cellules de la bactérie mais également par leur composition

chimique qui est tres variable (Owen and Laird 2018) (Becerril, Nerin et al. 2012).

C. Activité indirecte

Le thymol et le carvacrol sont capables d’inhiber les pompes a efflux responsables de la
résistance des bactéries. lls permettent ainsi de potentialiser I’effet des antibiotiques. En effet,
lorsque les isomeres sont incorporés a des concentrations sub-inhibitrices (un quart de leur CMI
qui est de 0,0312 % ou de 0,0625 % en fonction de la souche bactérienne), dans le milieu de
croissance de S. aureus, ils divisent par quatre la CMI de la tétracycline. Ils réduisent ainsi la
concentration nécessaire pour inhiber la bactérie. Cela se justifie par le fait que le thymol et le
carvacrol inhibent I’activité d’une pompe a efflux de type MFS responsable de la résistance a
la tétracycline, encodée par le gene tet(K). L’HE d’origan agit sur cette pompe en particulier
grace a sa nature fortement hydrophobe, grace a la présence de ses deux composés
monoterpénoides et a celle d’hydrocarbures de type myrcéne, pinéne, cymene, campheéne,
limonéne et terpinéne, présents en quantité infime mais suffisante pour augmenter la lipophilie
de I’HE (Cirino, Menezes-Silva et al. 2014).

Les isomeres vont également étre utilisés pour prévenir 1’apparition de biofilm produit par les
bactéries via le quorum sensing. Ainsi, ils empéchent les bactéries de devenir résistantes aux
antibiotiques administrés. Le thymol a la particularité¢ d’inhiber la détection du quorum par la
bactérie, de maniére a ce qu’elle ne puisse pas mettre en place le biofilm. Le carvacrol, lui, est
capable d’interagir avec les génes qui codent pour le quorum sensing. (Kachur and Suntres
2019) Il a été demontré, sur un modéle murin de brdlure, in vitro et in vivo, qu’a une
concentration de 1,0 mg/ml pour P. aeruginosa et 0,4 mg/ml pour S. aureus, I’HE d’origan

empéche entierement la formation des biofilms (Lombrea, Antal et al. 2020).

D. Activité synergigue

Plusieurs études ont démontré 1’utilisation concomitante des antibiotiques de type p-lactames
avec I’HE d’origan. Une étude démontre une synergie d’effet entre le thymol et la pénicilline
contre Escherichia coli, avec un indice FIC de 0,15 (Gallucci, Casero et al. 2006). Une seconde
étude prouve la synergie entre le thymol a 0,31 mM et la pénicilline contre la bactérie S. aureus,
résistante a I’antibiotique utilisé seul, avec un indice FIC de 0,18. Une synergie d’action a
également été démontrée dans cette étude entre le carvacrol a 0, 31 mM et la pénicilline contre
cette méme souche de S. aureus avec un indice FIC de 0,11. La souche étudiée de S. aureus
était aussi résistante a deux autres antibiotiques : 1’ampicilline et le bacitracine. L’étude a

également montré une synergie entre ces antibiotiques et le thymol a une concentration de 0,31
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mM avec des indices FIC de 0,12 et 0,25 pour ’ampicilline et le bacitracine respectivement.
Mais également une synergie entre le carvacrol a une concentration de 0,63 mM et I’ampicilline,
caractérisée par un indice FIC de 0,15 et a une concentration de 0,31 mM avec la bacitracine

avec un indice FIC de 0,25 (Palaniappan and Holley 2010).

Une autre étude a été réalisée, dans le domaine vétérinaire, sur une souche d’E. coli productrice
de B-lactamases a large spectre, qui lui conférent une résistance accrue aux antibiotiques tels
que les fluoroquinolones (lévofloxacine), les tétracyclines (doxycycline) ou a I’amoxicilline.
Une synergie a été démontrée entre I’HE d’origan a une concentration de 0,125 pl/ml et la
Iévofloxacine et la doxycycline a des concentrations de 16 pg/ml avec des indices FIC de 0,5
et 0,375 respectivement. Par contre, 1’association d’HE d’origan & 0,25 pl/ml avec
I’amoxicilline a 320 pug/ml montre des effets additifs avec un indice FIC de 0,625. Cela signifie
que la sensibilité de la souche résistante d’E. coli pour ’amoxicilline a été considérablement
améliorée (Si, Hu et al. 2008).

Une étude a été réalisée sur un entérocoque résistant a la vancomycine (ERV) pour lequel les
traitements actuels sont considérablement limités. La combinaison synergique des HE visant a
rétablir la sensibilit¢ de la souche bactérienne aux antibiotiques est alors étudiée. L’étude
démontre que la CMI de I’HE d’origan contre un entérocoque sensible a la vancomycine (ESV)
est de 1,15 mg/ml alors qu’elle est de 0,58 mg/ml contre un ERV. La CMI du composant
majoritaire de I’HE d’origan, le carvacrol, a également été évaluée. Elle s’¢leve a 3,95 mM
contre les souches d’ESV et d’ERV. La vancomycine (0,031 mg/l) avec le carvacrol (1,98 mM)
ont montré un effet synergique sur une souche d’ESV, avec un indice FIC de 0,38 et une
réduction de la CMI de la vancomycine de quatre fois. Par contre, un effet additif a été observe
lors de I'utilisation simultanée de vancomycine et de carvacrol sur une souche d’ERV, avec un
indice FIC de 0,75. La vancomycine avec I’HE d’origan sur les souches d’ESV et d’ERV n’a
montré aucune interaction avec des indices FIC de 1,25 et 2,38 respectivement. Pour essayer
de réduire d’avantage la CMI de la vancomycine contre une souche d’ERV, 1’étude a réalisé
des mélanges ternaires en ajoutant des HE de bois de rose ou de cumin a I’HE d’origan et a la
vancomycine. La synergie d’HE d’origan avec I’HE de bois de rose et la vancomycine contre
une souche d’ERV a obtenu un indice FIC de 0,20. La possibilité pour les souches bactériennes
ESV et ERV de développer une résistance contre les HE a également été examinée par 1’étude.
Celle-ci démontre qu’aucune augmentation statistiquement significative des CMI de I’HE avec

la vancomycine ne s’est produite, avec une p-valeur inférieure a 0,05 (Owen, Webb et al. 2020).
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La synergie de I’HE d’origan avec des antibiotiques a ét¢ démontrée dans une étude sur deux
souches bactériennes de SARM, une souche d’E. coli et une souche de P. aeruginosa. L’HE
d’origan, en combinaison avec 1’amoxicilline contre une souche de SARM, possede un effet
synergique avec un indice FIC de 0,38. Par contre, toujours contre cette souche mais avec la
pénicilline, I’effet est additif avec un indice FIC de 0,63. Ce méme indice FIC est obtenu avec
I’association d’HE d’origan et I’ampicilline sur la deuxieme souche de SARM testée. Toutes
les autres associations ont démontré un effet indifférent. En effet, I’indice FIC pour
I’association d’HE d’origan et de pénicilline contre la deuxiéme souche de SARM était de 1,25.
Ce méme résultat a été obtenu pour 1’association avec 1’ampicilline ou la pénicilline contre E.
coli. Contre la souche de P. aeruginosa, I’effet obtenu des associations est également
indifférent, avec un indice de 1,50 pour I’ampicilline et la pénicilline avec I’HE d’origan
(Oliveira Ribeiro, Fontaine et al. 2020).

7.2 Cannelle

A. Description
La cannelle chinoise, appelée Cinnamomum cassia, est obtenue a partir de I’arbre du genre

Cinnamomum, de la famille des Lauracées. L’écorce de ses jeunes branches est particuliérement
riche en HE. Le principal constituant de celle-ci est le trans-cinnamaldéhyde et est responsable
de son action antibactérienne. C’est un phénylpropanoide qui contient, dans sa structure, une
fonction aldéhyde comprise dans un groupe acroléine (voir Annexe 8) (Zhang, Fan et al. 2019).
Il existe également la cannelle de Ceylan, Cinnamomum zeylanicum, qui provient également de
I’arbre du genre Cinnamomum. 11 est possible d’en extraire I’HE a partir de 1’écorce de la tige.
Comme la cannelle chinoise, elle est riche en cinnamaldéhyde et posséde un autre constituant
qui est 1’eugénol, aussi un phénylpropanoide qui contient un groupement phénol (Firmino,
Cavalcante et al. 2018) (Vasconcelos, Croda et al. 2018).

B. Activité directe

Le trans-cinnamaldéhyde est un composé aromatique qui est donc capable, grace a ses
interactions hydrophobes, de s’intégrer dans la bicouche phospholipidique des bactéries. 1l va
se lier aux protéines transmembranaires et interagir avec elles pour les empécher de fonctionner
normalement. Cette action va avoir un impact direct sur le contenu cellulaire de la bactérie et
va provoquer une coagulation cytoplasmique. En altérant les protéines qui ont un réle dans le
transport de molécules et ions, I’HE de cannelle va mener a une perte de ces métabolites et ions.
L’HE va provoquer une augmentation de la fluidité de la membrane cellulaire de la bactérie.

Dans le but de maintenir sa structure, la bactérie va contrecarrer 1’effet de I’HE et va augmenter
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sa production d’acides gras saturés dans les phospholipides a tel point que cela provoque une

rigidité de sa membrane (Vasconcelos, Croda et al. 2018).

La relation entre I’inhibition des protéines FtsZ et I’activité antibactérienne du trans-
cinnamaldéhyde est presque linéaire. Cela signifie que les protéines FtsZ sont probablement
une cible spécifique du principe actif de I’HE de cannelle. Une étude démontre que 100 uM de
trans-cinnamaldéhyde inhibe 80 % de la polymérisation in vitro des protofilaments de FtsZ chez
E. coli. Cette polymérisation est dépendante de I’hydrolyse de GTP et GDP. Le trans-
cinnamaldéhyde interagit avec la boucle T7, impliquée dans I’activité de la GTPase présente au
niveau d’un monomére de FtsZ. Cette interaction mene a un changement de conformation qui
empéche le contact optimal avec la boucle T1-T6, qui permet la liaison au GTP dans le
monomeére FtsZ voisin. L’interaction entre les monomeéres ne peut donc pas avoir lieu, ce qui,
par conséquent, inhibe la polymérisation. Le principe actif inhibe donc le regroupement de ces
protéines FtsZ et ce, de maniére dose-dépendante. Cette méme étude montre également que le
trans-cinnamaldéhyde perturbe la morphologie des anneaux Z et réduit leur présence de 85,7
%, sans trans-cinnamaldéhyde, a 58 %, a une concentration de 100 pM de trans-
cinnamaldéhyde. Une réduction de la fréquence des anneaux Z par unité de longueur cellulaire
chez E. coli a aussi été observée, allant de 5,00 a 2,88. La morphologie modifiée des anneaux
Z se caractérise par une élongation de la longueur des cellules. Initialement & une longueur de
3,4 um, elles sont allongées jusqu’a 7,2 um (Domadia, Swarup et al. 2007) (Vasconcelos, Croda
et al. 2018).

La protéine FtsZ est, comme mentionné au point 6.4, un analogue de la tubuline des cellules
eucaryotes. Cependant, il existe certaines différences au niveau de leur structure qui permettent
au trans-cinnamaldéhyde de cibler uniquement les protéines FtsZ, sans interagir avec la tubuline
eucaryote. Ainsi, le risque d’effets indésirables est considérablement réduit lors de
I’administration. En effet, les protéines FtsZ sont constituées d’unités FtsZ qui sont
indiscernables tandis que les microtubules eucaryotes posseédent des tubulines a et 3, qui sont
des sous-unités totalement distinctes. 1l y a également une différence de plus de 80 % au niveau
de la séquence primaire des unités FtsZ et de la tubuline. Une étude a tout de méme éte réalisée
pour s’assurer que le trans-cinnamaldéhyde laissait intact les cellules eucaryotes humaines. Le
trans-cinnamaldéhyde, a une concentration bactéricide minimale (CBM) de 1g/l contre les
souches de E. coli et Bacillus subtilis et ne posséde aucune activité hémolytique sur les tubulines

des cellules eucaryotes humaines (Doyle and Stephens 2019).
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Le trans-cinnamaldéhyde va diminuer la concentration intracellulaire d’ATP mais va, par
contre, augmenter la concentration extracellulaire. En effet, cela est possible car le trans-
cinnamaldéhyde interagit avec la protéine de la chaine a de I’ATP synthase. Celle-ci est un
composant du complexe protéique de I’ATP synthase qui permet la production intracellulaire
d’ATP. Une étude a démontré qu’a une concentration d’HE de cannelle chinoise de 0,025 %
(v/v), sur une souche bactérienne de E. coli, la concentration intracellulaire d’ATP diminue de
1,84 ng/ml a 1,09 ng/ml tandis que celle extracellulaire augmente de 0,03 ng/ml a 0,05 ng/ml
(Doyle and Stephens 2019). Le principe actif de I’HE de cannelle va également réguler le
complexe F1-FO et induire sa diminution. Ce complexe permet d’expulser les protons hors de
la cellule en utilisant 1’hydrolyse de I’ATP généré par I’ATP synthase. Le trans-
cinnamaldéhyde, en inhibant I’ATP synthase, va induire une perturbation de la force motrice

de protons (Vasconcelos, Croda et al. 2018).

Les bactéries Gram négatif, grace a leur membrane externe et a la présence de LPS, sont plus
facilement résistantes aux molécules hydrophobes telles que les HE. Par contre, elles possédent
des porines dans leur membrane qui permettent le passage aisé aux molécules hydrophiles. Le
trans-cinnamaldéhyde est capable de diminuer I’expression de ces porines membranaires
codeées par les genes OmpA, OmpC et OmpR. Ce sont des porines qui sont exprimées en cas de

stress cellulaire et qui permettent a la bactérie de survivre (Vasconcelos, Croda et al. 2018).

C. Activité indirecte

Les biofilms ont une grande place dans la résistance des bactéries aux antibiotiques. Il est
intéressant de trouver des composés capables d’agir lors d’étapes clés de la formation de ces
biofilms : 1’adhésion, la prolifération, la formation de microcolonies et la maturation
(\Vasconcelos, Croda et al. 2018). Des études ont donc été réalisées pour démontrer 1’effet du
trans-cinnamaldéhyde sur la formation de ces biofilms sur trois souches bactériennes : E. coli,
SARM et P. aeruginosa. Tout d’abord, sur une souche de E. coli, une concentration de 2,12
mM de trans-cinnamaldéhyde a permis de réduire de 50 % la phase d’adhésion cellulaire. A
une concentration de 2,02 mM, il est capable de diminuer de 46 % la formation spécifique de
ces biofilms, toujours chez E. coli (Doyle and Stephens 2019). Les biofilms posent également
un gros probléme lorsqu’ils se développent sur le matériel médical, et notamment sur les
cathéters urinaires. Les bactéries identifiées dans ces biofilms sont des souches d’E. coli
uropathogenes et les infections urinaires qu’elles provoquent sont difficiles a traiter de par la
résistance, par nature, de ces biofilms. Une étude a alors étudié I’utilisation de trans-

cinnamaldéhyde en prévention de 1’apparition des biofilms mais également pour les inactiver.
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L’étude démontre qu’une concentration de 0,5 % de trans-cinnamaldéhyde est efficace pour
prévenir I’apparition du biofilm d’E. coli sur le cathéter urinaire. A cette concentration, le
principe actif majoritaire de I’HE de cannelle est capable d’inhiber complétement la formation
du biofilm aprés un jour d’incubation. Le temps augmente a trois jours d’incubation pour
inhiber complétement le développement du biofilm lorsque la concentration est de 0,25 % ou
0,1 %. Lorsque le biofilm est déja formé sur la sonde urinaire, une concentration de 1,25 % ou
1,5 % de trans-cinnamaldéhyde est nécessaire pour I’inhiber aprés un jour d’incubation.
Lorsque la concentration est réduite a 1 %, le temps d’incubation augmente a trois jours pour
inhiber complétement le biofilm contenant des souches d’E. coli uropathogénes. Le trans-
cinnamaldéhyde est donc capable de réduire les genes qui codent pour 1’adhésion et la
prolifération des cellules dans la formation des biofilms au niveau de la vessie (Kot, Wicha et
al. 2015). Une étude a examiné la cytotoxicité du trans-cinnamaldéhyde sur les cellules
¢pithéliales de la vessie a des concentrations de 1 %, 1,25 % et 1,5 %. Il s’est avéré qu’aucune

de celles-ci n’a altéré les cellules épithéliales de la vessie (Amalaradjou, Narayanan et al. 2010).

L’activité indirecte a également été démontrée sur des souches de SARM. Ce sont des bactéries
qui vont, de méme que E. coli, former des biofilms sur les dispositifs médicaux. Une étude
démontre alors que le trans-cinnamaldéhyde posséde un pouvoir élevé contre les biofilms
développés par les souches SARM. Aprés une période d’incubation de 48h avec du trans-
cinnamaldéhyde a une CMI entre 0,024 % et 0,048 %, les biofilms ont subi une réduction de
leur masse allant de 53 % a 82 %. L’¢tude a également démontré que lorsque la concentration
du principe actif est multipliée par cing, atteignant des taux entre 0,0625 % et 1,25 %, le
pourcentage de la masse de biofilms de SARM peine a atteindre 20 %. Le trans-cinnamaldéhyde
agit également sur I’activité métabolique des biofilms. Apres une incubation de 24h a une
concentration de 0,1 % (v/v) de trans-cinnamaldéhyde, 1’activité métabolique des biofilms des
souches SARM a été reduite entre 76,7 % et 85,5 %. Aprées 48h d’incubation, la fourchette de
réduction de I’activité métabolique se situe entre 79,3% et 86 %, a cette méme concentration
de principe actif d’HE de cannelle (Kot, Wierzchowska et al. 2018). Le géne sar A est un
régulateur positif qui contréle une protéine du biofilm généré par la souche bactérienne SARM.
L’expression de ce géne est considérablement diminuée suite a 1’ajout de trans-cinnamaldéhyde
a une concentration de 0,0625 % (v/v) (Doyle and Stephens 2019). L’HE de cannelle, a une
concentration sub-CMI de 0,106 mg/ml, a permis une réduction statistiquement significative de
74,7 % de la formation de biofilms sur des surfaces de polystyréne (p-valeur < 0,01) et de 45,3
% sur de I’acier inoxydable (p-valeur < 0,01) (Budri, Silva et al. 2015).
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L’HE d’écorce de cannelle et son principal composant, le cinnamaldéhyde sont de tres bons
agents contre les biofilms des souches bactériennes de P. aeruginosa. Celles-ci sont capables
de produire plusieurs facteurs de virulence et notamment le Pseudomonas quinolone signal
(PQS), une molécule de détection du quorum. Une étude démontre que I’HE de cannelle inhibe
cette molécule PQS et, par conséquent, inhibe la formation du biofilm. L’HE d’écorce de
cannelle a une concentration de 0,05 % (v/v) permet de réduire de 96 % la formation du biofilm
et ce, de maniere dose-dépendante. P. aeruginosa produit une hémolysine extracellulaire qui
est capable de provoquer une hémolyse des globules rouges humains. L’HE de cannelle
présente une activité anti-hémolytique en inhibant, de maniére dose-dépendante, 1’activité
hémolytique de la bactérie multirésistante. Aussi, le cinnamaldéhyde a une concentration de
0,005 % (v/v) inhibe presque totalement la swarming motility de P. aeruginosa qui est le

mouvement collectif de migration des bactéries sur une surface (Kim, Lee et al. 2015).

Le trans-cinnamaldéhyde est utilisé & une concentration sub-inhibitrice, c’est-a-dire au
cinquiéme de la CMI qui est de 11,35 mM. Il est alors capable d’inhiber les molécules de
détection du quorum sensing chez P. aeruginosa sans pour autant avoir un effet bactéricide
détectable (Ahmed, Rudden et al. 2019).
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D. Activité synergique

Une étude a montré que I’HE de cannelle est capable de provoquer des dégats irréversibles au
niveau de la membrane des cellules bactériennes de E. coli. L’accumulation de I’HE génére une
acidification et une dénaturation des protéines membranaires. Cela facilite 1’accés aux
antibiotiques pour interagir avec les PBP et, par conséquent, induire la mort de la cellule

bactérienne (VVasconcelos, Croda et al. 2018).

Une étude démontre I’utilisation concomitante de cinnamaldéhyde a des concentrations allant
de 0,31 mM a 1,25 mM avec plusieurs antibiotiques, contre des souches bactériennes telles que
S. typhimurium, S. aureus et E. coli, résistantes a la plupart des antibiotiques testés.
L’association de cinnamaldéhyde et d’ampicilline contre S. typhimurium, présente un indice
FIC de 0,25, représentant une synergie d’action. L’indice FIC est également inférieur a 0,5
lorsque le cinnamaldéhyde est en association avec la tétracycline et I’érythromycine contre cette
méme souche bactérienne, respectivement 0,37 et 0,24. Par contre, 1’association avec la
pénicilline montre un effet additif, avec un indice FIC de 0,63. Concernant la souche d’E. coli,
elle est résistante a I’ampicilline et a la pénicilline. Le cinnamaldéhyde associé¢ a I’ampicilline,
la pénicilline, la tétracycline ou 1’érythromycine présente une synergie d’action. En effet, les
indices FIC sont tous inférieurs a 0,5: 0,37 pour ’association avec 1’ampicilline et la
tétracycline, 0,24 pour 1’association avec la pénicilline ou I’érythromycine. L’étude démontre
également les associations contre la souche bactérienne S. aureus, sensible uniquement a la
tétracycline et a I’érythromycine. Une synergie d’action a ét¢ démontrée entre le
cinnamaldéhyde avec 1’ampicilline et la pénicilline, avec des indices FIC de 0,25 et 0,37
respectivement. Toutes ces associations synergiques ont permis de réduire les CMI des
antibiotiques au quart ou au huitieme (Palaniappan and Holley 2010).

Une autre étude démontre les effets synergiques ou additifs qui existent lors de 1’utilisation
concomitante de cinnamaldéhyde, provenant de 1’espéce Cinnamomum cassia, et les
antibiotiques tels que I’ampicilline, la streptomycine ou le chloramphénicol. Cette étude est
réalisée sur des souches bactériennes de E. coli, S. aureus et P. aeruginosa. Ces bactéries sont
sensibles aux antibiotiques testés, sauf P. aeruginosa qui est résistant a I’ampicilline et au
chloramphénicol. La combinaison de I’HE de cannelle avec les antibiotiques a permis de réduire
toutes leur CMI. Un effet synergique a été observé lors de ’utilisation d’HE de cannelle et de
chloramphenicol sur la souche d’E. coli avec un indice FIC de 0,50 et sur le souche de S. aureus
avec un indice FIC également de 0,50. L’HE de cannelle, en association avec le

chloramphénicol, a montré un effet additif contre les trois souches testées. Les indices FIC
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étaient de 1,00 contre E. coli, 0,75 contre S. aureus et 1 contre P. aeruginosa. Concernant
I’ampicilline, ’effet de I’association était différent en fonction de la souche bactérienne. Elle
possede un effet synergique avec I’HE de cannelle contre S. aureus avec un indice FIC de 0,38.
Toutefois, cette étude différe de celle citée précédemment concernant 1’utilisation concomitante
de ’HE avec I’ampicilline contre la souche d’E. coli ou un effet indifférent est démontré avec
un indice FIC de 1,25 (El Atki, Aouam et al. 2019).

L’association d’HE de cannelle avec plusieurs antibiotiques a été étudiée sur différentes
souches bactériennes : deux types de SARM, une souche d’E. coli et une souche de P.
aeruginosa. Une seule combinaison s’est avérée avoir un effet synergique : I’HE de cannelle
chinoise avec I’ampicilline sur une souche de SARM, présente un indice FIC de 0,50. Sur cette
méme souche mais en combinaison avec la pénicilline, ’HE de cannelle présente un effet
additif, avec un indice FIC de 0,75. La deuxieme souche de SARM testée a également montre
deux effets additifs avec I’ampicilline et la pénicilline, représentés par des indices FIC de 0,63.
Par contre, contre les souches d’E. coli et P. aeruginosa, toutes les combinaisons se sont
révélées avoir un effet indifférent. En effet, les indices FIC obtenus pour I’utilisation
concomitante d’HE de cannelle avec I’ampicilline ou la pénicilline contre E. coli étaient de
1,25. Ces mémes combinaisons de constituants contre la souche de P. aeruginosa sont
caracterisés par des indices FIC de 1,50, démontrant a nouveau un effet indifférent (Oliveira
Ribeiro, Fontaine et al. 2020).

7.3 Arbre a thé

A. Description
L’HE est obtenue par distillation a la vapeur a partir des feuilles et des branches terminales de

I’arbre a thé, le Melaleuca alternifolia, appartenant a la famille des Myrtacées. La Pharmacopée
autorise 1’utilisation d’autres especes d’arbre a thé pour la fabrication d’HE. L’HE d’arbre a thé
est fortement connue pour ses propriétés antimicrobiennes en usage topique. Elle peut étre
incorporée comme principe actif pour traiter des infections cutanées, telle 1’acné par exemple.
La composition de I’HE est réglementée par la norme 4730: 2017 de 1’organisation
internationale de normalisation (ISO). Le constituant majoritaire de cette HE est le terpinéne-
4-ol. C’est un monoterpéne alcoolique, c’est-a-dire qu’il possede dix atomes de carbone ainsi
qu’un groupement hydroxyle (voir Annexe 8). Ce composant principal confere a I’HE son

activité antimicrobienne (Carson, Hammer et al. 2006).
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B. Activité directe

Le principal composant de I’HE d’arbre a thé, le terpinéne-4-ol, a une concentration de 0,05 %
(v/v) s’insere dans la membrane cellulaire des bactéries. Il va alors directement interagir avec
les enzymes et cofacteurs impliqués dans la chaine de transport des électrons respiratoires.
Ainsi, il inhibe la consommation d’oxygéne respiratoire de maniere significative. Cela s’ensuit
une augmentation de la perméabilité membranaire qui méne a la fuite du contenu cytoplasmique
dont les ions potassium. La quantité d’ions potassium retrouvée dans le milieu extracellulaire
refleéte 1’étendue des lésions au niveau de la membrane. L’activité antibactérienne de I’'HE
d’arbre a thé repose essentiellement sur la perturbation de la perméabilité membranaire de la
bactérie. En effet, celle-ci permet I’homéostasie de la cellule. Elle régule, notamment, 1’état
énergétique de la cellule, le transfert d’énergie couplé a la membrane, le transport de solutés ou
encore le métabolisme et le contréle de la pression de turgescence. La nature lipophile du
terpinene-4-ol lui permet de s’introduire dans la membrane et d’augmenter sa fluidité. Il agit
également sur les enzymes présentes dans cette membrane et les inhibe (Cox, Mann et al. 2001)
(Cox, Mann et al. 2001).

Le mécanisme d’action de I’HE d’arbre a thé n’est pas parfaitement élucidé. Cependant une
étude a confirmé 1’impact de I’HE sur la fuite des ions potassium ainsi que 1’inhibition de la

respiration cellulaire (D'Arrigo, Ginestra et al. 2010).

Une autre étude a démontré que I’HE d’arbre a thé n’agit pas en dégradant la paroi cellulaire
des bactéries. En effet, il s’est avéré qu’elle est incapable de provoquer, par elle-méme, la lyse
de la bactérie S. aureus. L’HE provoque la libération d’enzymes autolytiques a partir de la paroi
qui, elles, vont induire la lyse de la bactérie, ce qui justifie que la lyse se réalise plus tardivement
(Carson, Mee et al. 2002)

Une étude a été réalisée sur la résistance développée par la souche bactérienne P. aeruginosa
contre I’HE d’arbre a thé et a mis en évidence ses mécanismes d’action. Pour cela, deux
substances qui perméabilisent la membrane externe ont été utilisées : le nonapeptide de
polymyxine B (= polymyxin B nonapeptide (PMBN)), qui se lie au LPS sans le libérer et 1’acide
éthyléne diamine tétraacétique (EDTA) qui est un chélateur de cations divalents et qui va donc
perturber la membrane, menant a la libération du LPS. Les cellules bactériennes ont été traitées
au préalable par ces agents, les rendant plus sensibles a I’HE d’arbre a thé. Cela signifie que
certains sites ciblés par I’HE se trouvent au niveau intracellulaire. Un pré-traitement a aussi été
réalisé avec un protonophore carbonyl cyanide-chlorophénylhydrazone (CCCP), un inhibiteur

du transport d’¢lectrons au sein de la membrane cytoplasmique. Les cellules bactériennes pré-

35



traitées sont alors devenues sensibles a des concentrations de 0,125 % et 0,25 % (v/v) d’HE
d’arbre a thé, pas assez élevées pour étre inhibitrices en temps normal. Une augmentation de
ces concentrations a 0,5 % ou 1 % (v/v) n’amplifie pas pour autant 1’effet bactéricide de I’HE.
Cela souligne donc que les mécanismes de sensibilité de P. aeruginosa a I’HE d’arbre a thé
sont saturés a partir d’une concentration de 0,25 % (v/v) d’HE. Un composant de cette HE, le
g-terpinene, qui était au depart inactif, devient actif sur les cellules pré-traitées par le
protonophore CCCP. Celui-ci agit directement sur la force protomotrice qui donne 1’énergie
nécessaire au fonctionnement de la pompe a efflux. Lorsque que celle-ci est inhibée, le
composant g-terpinéne de I’HE devient actif, ce qui démontre la place d’une pompe a efflux

dans la résistance de P. aeruginosa a cette HE (Longbottom 2004).

C. Activité indirecte

Une étude a été réalisée pour déterminer si I’HE d’arbre a thé était capable d’inhiber la
formation de biofilms ou d’inhiber le biofilm déja formé. Dans cette étude, trois souches
bactériennes productrices de biofilms ont été choisies : une souche d’E. coli productrice de -
lactamases a spectre eétendu (BLSE), une souche d’ERV et une souche de SARM. Les résultats
de I’étude montrent que I’HE d’arbre a thé, utilisée seule ou en association avec la vancomycine,
permet une diminution statistiquement significative (p<0,001) du biofilm préformé sur une
souche de ERV. La combinaison d’HE avec I’oxacilline permet également une réduction
statistiguement significative (p<0,001) du biofilm produit par les souches SARM. Contre les
bactéries E. coli productrices de BLSE, I’HE, utilisée seule, est un bon inhibiteur (p<0,05), mais
également en association avec les antibiotiques, notamment avec le céfotaxime (p<0,01)

(Iseppi, Mariani et al. 2021).

Une autre étude a été réalisée sur 27 souches bactériennes de S. aureus capables de produire
des biofilms. Parmi elles, deux tiers sont résistantes a la pénicilline et deux de celles-ci sont des
SARM. Les cellules bactériennes, exposées a une concentration de 0,5 % d’HE d’arbre a thé
pendant une durée de 120 minutes, ont diminué leur activité métabolique du biofilm a 40 % par
rapport au contrdle. En augmentant la concentration a 1 %, Pactivit¢é métabolique atteint
seulement 15 %. Cette concentration d’HE d’arbre a thé est donc capable d’inhiber le
métabolisme des biofilms sur toutes les souches bactériennes testées. Cela permet donc de
rendre les bactéries a nouveau sensibles aux antibiotiques contre lesquels elles résistaient grace
a leur biofilm. Toutefois, cette étude a démontré une possible tolérance des cellules de S. aureus
a I’HE d’arbre a thé, dépendant de 1’énergie, tout comme celle de P. aeruginosa précédemment

citée. En effet, une faible concentration d’HE d’arbre a thé (0, 125 % ou 0,25 %) provoque une
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augmentation de 1’activité des cellules du biofilm, ce qui représente probablement la réponse

de la cellule face a un stress (Kwiecinski, Eick et al. 2009).

D. Activité synergique

Une ¢étude démontre ’utilisation synergique de I’HE d’arbre a thé avec des antibiotiques sur
des souches bactériennes résistantes. Celles-ci provoquent des infections nosocomiales
tellement difficiles a traiter qu’elles peuvent mener au déces. Cette eétude est donc realisée sur
des souches d’ERV, sur des SARM résistantes a 1’oxacilline et sur des souches d’E. coli
productrices de BLSE, résistantes au céfotaxime. L’HE d’arbre a thé posséde une activité
antibactérienne sur toutes les souches d’ERV et de SARM testées et également sur 25 souches
d’ E. coli productrices de BLSE dont 27 étaient testées. L’étude démontre que 1’association
d’HE d’arbre a thé avec les antibiotiques a toujours été synergique et en aucun cas antagoniste.
L’indice FIC pour la combinaison d’HE d’arbre a thé avec le céfotaxime sur les souches d’E.
coli productrices de BLSE varie entre 0,04 au minimum et 0,27 au maximum. Dans tous les cas
il est inférieur a 0,5 ce qui démontre bien une synergie d’effet. L’association d’HE et de
vancomycine sur les souches de ERV présente des indices FIC entre 0,02 et 0,25, ce qui
démontre également une synergie d’effet. De méme, avec 1’oxacilline, des indices FIC de 0,03
et 0,5 ont été obtenus et démontrent une synergie d’effet de cette HE sur des souches de SARM.
L’utilisation de ’HE permet, dés lors, de diminuer la concentration administrée d’antibiotique

tout en augmentant 1’effet antibactérien (Iseppi, Mariani et al. 2021).

Une étude démontre que I’utilisation d’HE d’arbre a thé avec un antibiotique de la classe des
aminoglycosides, la tobramycine, est utile contre des souches bactériennes de S. aureus et d’E.
coli. En effet, ces bactéries ont été choisies car elles développent de plus en plus de résistance
a cet antibiotique. L’utilisation concomitante d’HE (0,25 % v/v) et de tobramycine (0,39 mg/l)
est caractérisée par un indice FIC de 0,37 contre la souche E. coli, ce qui représente un effet
synergique. Tandis que contre la souche de S. aureus, I’indice FIC obtenu est de 0,62 pour une
association d’HE a 0,50% (v/v) et de tobramycine a 0,20 mg/l. Cette combinaison possede donc

un effet additif contre cette bacterie testée (D'Arrigo, Ginestra et al. 2010).

Une autre étude concerne 1’association d’HE d’arbre a thé avec différents types d’antibiotiques
contre trois souches bactériennes d’E. coli. Ces types de bactéries comportent des plasmides
qui leur conferent une résistance aux antibiotiques. L’association de pipéracilline et d’"HE
d’arbre a thé contre la premiére souche d’E. coli a montré un effet additif, proche d’un effet
synergique, entre ces deux composants, avec un indice FIC de 0,56. Le méme type d’effet a été

obtenu avec la combinaison d’ampicilline ou I’indice FIC est égal a 0,75. La cefazoline et le
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céfuroxime ont tous deux obtenu un indice FIC de 1,50 en combinaison avec I’HE d’arbre a
thé, ce qui démontre qu’il n’y a pas d’interaction contre cette méme premiére souche d’E. coli.
Une seconde souche d’E. coli a ensuite été testée pour laquelle I’association de méropénem et
d’HE d’arbre a thé a été caractérisée par un indice FIC de 1, représentant un effet sans
interaction. La troisieéme et derniére souche d’E. coli testée a démontré, & nouveau, une absence
d’interaction entre le ceftazidime et I’HE d’arbre a thé, avec un indice FIC de 1 également.
Cette ¢étude ne démontre pas d’effet antagoniste li¢ a 1’utilisation d’HE d’arbre a thé en
combinaison avec certains antibiotiques. Néanmoins, elle ne montre pas non plus de synergie

d’effet contre ces types de bactéries résistantes (Yap, Lim et al. 2013).

8. Cytotoxicité

Il est nécessaire de tester la toxicité des huiles essentielles afin de connaitre la concentration a
laquelle elles peuvent étre utilisées soit pour un usage cutané, soit pour un usage par voie orale.
Leur premiére cible au niveau bactérien est la membrane cellulaire. En interagissant avec la
membrane cellulaire des cellules eucaryotes, les HE augmentent sa perméabilité, ce qui mene
a la fuite de son contenu. Celui-ci contient, notamment, des ions calcium, des radicaux, des
protéines ou encore des cytochromes. Les HE sont aussi capables de provoquer des dégats au
niveau de la membrane mitochondriale. Elles vont réduire le potentiel membranaire ou impacter
le cycle ionigue du calcium ce qui peut induire sa dépolarisation. De plus, si elles augmentent
la perméabilisation des membranes mitochondriales internes ou externes, elles peuvent
provoquer la mort de la cellule, par un phénomene d’apoptose ou de nécrose (Bakkali, Averbeck
et al. 2008).

Les HE sont largement utilisées en usage topique, raison pour laquelle il est nécessaire de
réaliser des études de toxicité sur des cellules de la peau telles que les fibroblastes ou les cellules
épithéliales dermiques. Une étude a donc déterminé la concentration efficace de la substance
testée qui tue la moitié des lignes cellulaires (CCso) afin de caractériser la toxicité des HE. Les
résultats obtenus des tests in vitro montrent des valeurs de CCsp entre 5,0 et 1 950 pug/ml, en
fonction du temps d’incubation qui variait de 1h a 96h. L’¢étude précise que, pour obtenir un
effet antibactérien, la concentration de I’HE peut se trouver entre 20 et 20 000 pg/ml. Cela
signifie donc qu’il faut étre trés vigilant quant a I’utilisation des HE car elles peuvent présenter
une activité cytotoxique sur les cellules saines avant méme d’exercer leur effet antibactérien
(Reichling, Schnitzler et al. 2009). Une étude a été réalisée sur des cellules épithéliales du
colon et sur des kératinocytes afin d’évaluer les activités cytotoxiques ou antiprolifératives de

différentes HE. Les résultats de cette étude montrent que I’HE de cannelle chinoise est toxique
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sur les deux lignées cellulaires a toutes les concentrations testées, ¢’est-a-dire de 16 pg/ml a
250 pg/ml. Cette étude a également évalué 1’origan qui ne présente aucune cytotoxicité sur les

deux types de cellules a des concentrations de 16 et de 32 pg/ml (Ribeiro, Fraselle et al. 2021).

Il faut également réaliser des études sur le risque de phototoxicité des HE en usage topique, qui
dépend directement de leur composition chimique. Lorsque les HE sont appliquées sur la peau,
elles sont capables de pénétrer dans la cellule mais ne vont pas altérer les membranes, les
protéines ou encore I’ADN. Toutefois, 1’énergie fournie par la lumiere engendre des réactions
radicalaires suite a 1’excitation de certaines molécules, ce qui peut entrainer des dommages
cellulaires, et ce par la formation d’adduits qui se lient de maniére covalente a I’ADN, aux

protéines ou aux lipides de la membrane (Bakkali, Averbeck et al. 2008).

9. Discussion
De nos jours, la prise en charge d’une infection par une bactérie multirésistante est un véritable
défi pour le personnel soignant. Les bactéries sont capables de développer des mécanismes de

résistance tous plus innovants les uns que les autres.

Les HE pourraient devenir une révolution dans la lutte contre ces bactéries. Plus précisément
les HE d’origan, de cannelle et d’arbre a thé, grace a leurs constituants majoritaires, ont montré
des résultats encourageants. Cependant le manque de standardisation dans leur composition
chimique limite fortement leur utilisation. Les résultats obtenus dans les différentes études ne
sont donc pas absolument représentatifs du pouvoir antibactérien des HE. Méme si I’HE est
extraite & la méme période de I’année et dans la méme région, il est impossible que la
composition soit exactement la méme. Une multitude de facteurs entrent en jeu : la variété de
la plante, la partie de la plante utilisée, le climat... Cela rend d’autant plus compliquée la
comparaison entre les résultats de différentes études. Des propositions de recommandations
dans la réalisation d’une étude sont présentées afin de standardiser leurs données et ainsi

permettre une comparaison avec d’autres études.

Les études analysées dans ce mémoire sont réalisées sur des souches bactériennes ciblées, avec
une association d’un antibiotique spécifique et une HE dont la composition est bien déterminée.
Si une de ces trois données differe, le résultat obtenu peut aussi bien étre contradictoire. Méme
si leur pouvoir antibactérien est connu, il est important de ne pas généraliser les conclusions
des études pour ces HE d’origan, de cannelle et d’arbre a thé avec I’ensemble des antibiotiques
contre toutes les souches bactériennes. Il est essentiel de réaliser des études avec toutes les

combinaisons possibles.
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De plus, méme si un composant majoritaire confere I’activité antibactérienne de I’HE, les
¢tudes ont souvent démontré une synergie d’action des constituants propres de I’HE y compris,
s’ils sont présents a 1’état de traces. Il est, dés lors, difficile d’expliquer le mécanisme exact par
lequel I’HE exerce son pouvoir antibactérien. Toutefois, le nombre élevé de constituants dans
I’HE représente un avantage pour celle-ci. En effet, la capacité de la bactérie a developper autant
de mécanismes de résistance qu’il n’y a de composants est trés fortement réduite. Un cas de
résistance a I’HE d’arbre a thé par la souche bactérienne P. aeruginosa a tout de méme été

documenté.

Les études concernant 1’utilisation concomitante des HE et des antibiotiques ne sont que des
études in vivo et in vitro. Pour le moment, aucun essai clinique n’a été réalisé sur une
administration par voie orale d’HE en association avec un antibiotique. De plus, bien que la
cytotoxicite soit bien connue lors de I’utilisation des HE, cette approche manque souvent dans
les études. La littérature comporte surtout des rapports de cas d’ingestion accidentelle de doses
élevées d’HE, ce qui n’est absolument pas représentatif de la toxicité des doses thérapeutiques
potentielles. 1l est donc impératif de réaliser des études de toxicité in vivo afin que la synergie

soit efficace contre les bactéries et non toxique pour les cellules saines.

10.Conclusion
L’objectif de ce mémoire était de passer en revue la littérature afin d’évaluer la capacité des
huiles essentielles a potentialiser le pouvoir antibactérien des antibiotiques. Trois huiles
essentielles ont donc été ciblées sur base de la littérature car ce sont les plus grandes références
étudiées. Pour chacune d’entre elles, les activités directe, indirecte et synergique ont été
scrupuleusement analysées, de maniere & mettre en lumiere leur intérét dans la pratique

médicale future.

Face a la perte constante de ’efficacité des antibiotiques existants par la résistance bactérienne
et I’énorme difficulté que la synthése chimique a d’en développer de nouveaux, force est de
constater que la résistance bactérienne gagne du terrain et pourrait a I’avenir remporter la
victoire sur la chimie de synthese. Une réflexion nouvelle est d’allier I’action antibactérienne
des extraits naturels les plus concentrés et puissants (huiles essentielles) a celle des
antibiotiques. Elle se doit d’étre poursuivie afin d’obtenir une réponse plus large et plus efficace
face a la menace sanitaire permanente du monde bactérien. Ouvrir I’esprit de chercheurs a ces

potentialités augure de futurs développements en matiere d’infectiologie.
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Actuellement, les trois HE les plus documentées pour leur pouvoir antibactérien sont celles
d’origan, de cannelle et d’arbre a thé. Globalement, lorsqu’elles étaient utilisées en association
avec les antibiotiques, elles ne présentaient que des effets synergiques, additifs ou sans
interaction. Jamais un antagonisme d’effet n’a été observé. De tres bons résultats ont été obtenus
quant a I’action directe des HE sur les bactéries, sensibles ou multirésistantes. Toutefois, il est
important de ne pas les utiliser comme une médecine alternative mais bien comme une
médecine complémentaire. La résistance accrue aux antibiotiques provient de leur mauvais
usage et les HE, lorsqu’elles sont administrées en association a ceux-Ci permettent de rétablir
la sensibilité des bactéries. Elles permettent également de réduire la dose administrée en vue
d’éviter le développement de cette résistance. De plus, lorsque les HE sont utilisées en
concomitance, les concentrations sont souvent sub-inhibitrices ce qui permet, ainsi, d’éviter les

effets toxiques de celles-ci.

La recherche dans ce domaine d’utilisation concomitante doit se poursuivre, avec une

standardisation plus stricte afin de permettre, dans le futur, I’administration a I’échelle humaine.
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11.Démarche de recherche bibliographique
J’ai décidé de réaliser mon mémoire sur les huiles essentielles mais je ne savais pas dans quel
domaine m’orienter pour ma question de recherche. Je me suis alors rendue dans une pharmacie
de marégion, qui travaille beaucoup avec les huiles essentielles. Les pharmaciennes m’ont alors
parlé de I’utilisation de I’aromathérapie en infectiologie bactérienne, ce qui m’a fortement
intrigué. Elles m’ont également conseillé de contacter Monsieur Dominique Baudoux, président
fondateur du collége international d’aromathérapie, la ou les pharmaciennes ont réalisé leurs

formations.

Suite a notre premier contact, mon promoteur, Monsieur Baudoux, m’a envoyé plusieurs
articles dont un qui m’a particuliérement inspirée. Celui-ci m’a servi de base pour mes
recherches et pour réaliser mon plan: « Antibacterial and Cytotoxic Activities of Ten;
Commercially Available Essential Oils » de Oliveira Ribeiro S., Fontaine V., Mathieu V., Zhiri
A., Baudoux D., Stévigny C. et Souard F. Ensuite plusieurs bases de données ont été consultées
pour réaliser ce travail avec une prédominance du site internet PubMed. J’ai recherché dans le
MeSH des termes tels que « essentiel oils », « antibiotic resistance » mais encore « essential
oils antibacterial ». J’ai ¢également utilis¢é d’autres outils de recherches tels que

Cochrane , ScienceDirect ou CBIP.

Une fois mes principales huiles essentielles choisies, j’ai utilisé des termes pour ma recherche

tels que « action mechanism », « antibiotics synergy » ou « cytotoxicity ».

Pour le choix de mes articles, j’ai essayé de ne pas sélectionner des articles trop anciens.
Cependant, ce n’était tout de méme pas un critere d’exclusion car la résistance aux antibiotiques
n’est pas un sujet récent. Etant donné qu’il n’existe pas encore d’essais cliniques a 1’échelle
humaine, je me suis concentrée uniquement sur les revues d’études de laboratoire, in vitro et in

vivo. J’ai également ciblé uniquement les articles en anglais et en frangais.
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13.Annexes
Annexe 1 : Structure du peptidoglycane (Dogné 2019)
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Annexe 2 : Coloration de Gram (Lambert de Rouvroit 2019)
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Annexe 3 : Mécanismes de résistance intrinseque des bactéries (Blair, Webber et
al. 2014)
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Annexe 4 : Changement de conformation de la pompe a efflux MES (Yan 2015)
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Annexe 5 : Voie de I’acide mévalonigue (Bergman, Davis et al. 2019)
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Annexe 6 : Voie du 2-C-meéthyl-D-érythritol-4-phosphate (Bergman, Davis et al.

2019)
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Annexe 8 : Structures chimiques des principaux composants des HE (Kalemba and

Kunicka 2003)
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La résistance multibactérienne évolue constamment de nos jours. Elle est due a une utilisation
massive d’antibiotiques, notamment en raison d’une surprescription par les médecins, et a des dosages
inappropriés. Mais aussi en raison d’une mauvaise utilisation par les patients, une mauvaise compliance
ou ils ne prennent pas I’entiereté de la boite, par exemple.

L’objectif de ce mémoire est d’évaluer la capacité des huiles essentielles a potentialiser le pouvoir
antibactérien des antibiotiques.

Pour ce faire, ce travail a déterminé les mécanismes de résistance principaux des bactéries et a
ciblé les huiles essentielles qui étaient les plus prometteuses face a ces bactéries. Différents types d’action
ont été analysés. L’action directe des huiles essentielles qui représente leur activité antibactérienne par
elles-mémes. L’action indirecte qui est la capacité des huiles essentielles, utilisées a faibles concentrations,
d’inhiber les mécanismes de résistance des bactéries, afin de rétablir leur sensibilité aux antibiotiques.
L’activité synergique qui est ’association d’huile essentielle avec les antibiotiques afin de booster leur
pouvoir antibactérien tout en réduisant leur concentration minimale inhibitrice.

Les trois huiles essentielles étudiées sont celles d’origan, de cannelle et d’arbre a thé. Elles ont
toutes démontré une efficacité dans les trois types d’action étudiés. Les associations de ces huiles
essentielles avec les antibiotiques ont montré un effet synergique, additif ou sans interaction mais jamais
d’antagonisme. L’huile essentielle d’origan semble étre la plus efficace grace a ses deux constituants qui
agissent en synergie. L huile essentielle de cannelle semble étre également trés efficace mais les dosages
nécessaires a 1’activité antibactérienne sont souvent toxiques. Une bactérie a d’ores et déja développé un
mécanisme de résistance contre 1’huile essentielle d’arbre a thé.

Prochainement, des études de toxicité approfondies devront étre réalisées afin d’envisager
I’utilisation concomitante d’huile essentielle et d’antibiotiques a I’échelle humaine, caf, jusqu’i€i, aucun
essai clinique n’a été réalisé.

Multibacterial resistance is constantly evolving nowadays. It is due to a massive use of.antibiotics,
especially because of an overprescription by doctors, and inappropriate dosages. Butalso because of abad
use by the patients, a bad compliance where they do not take the whole box;fer example:

The objective of this thesis is to evaluate the ability of essential oils to potentiate the antibacterial
power of antibiotics.

To do so, this work determined the main resistance mechanismsiefgbacteria and targeted the
essential oils that were the most promising against these bacteriamRifferenttypes of action were analyzed.
The direct action of essential oils which represents their antibacterial*activity. by themselves. The indirect
action which is the capacity of essential oils, used at low concentrations, tofinhibit the resistance
mechanisms of bacteria, in order to restore their sensitivity-t@gantibiotics..Syaergistic activity which is the
association of essential oil with antibiotics in order to boost their antibacterial power while reducing their
minimal inhibitory concentration.

The three essential oils studied were oregano,-cinnamonrand tea tree.| They all demonstrated
effectiveness in the three types of action studied. The associations of these_essential oils with antibiotics
showed a synergistic effect, additive or no interaction but never antagomism. Oregano essential oil seems
to be the most effective due to its two constituents which act ingynergy. Cinnamon essential oil also seems
to be very effective but the doses necessary for antibacterial activity are oftefitoxicA bacteria has already
developed a resistance mechanism against tea tree essential oil.

In the near future, in-depth toxicity studies will have-t6"be carried Qut in order to consider the
concomitant use of essential oil and antibiotics on a human scale, as no.clinical trials have. been carried
out so far.
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