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Avant-propos

Cette thése a été réalisée au sein de I'Ecole Doctorale Sciences Technologies Santé de I'Université
de la Réunion (ED 542) et financée par une Allocation Régionale de Recherche par la Région Réunion.
Les recherches ont été menées grace au soutien financier de la Région Réunion et de I'Union

Européenne (Fonds Social Européen).

Ce travail a débuté en décembre 2013 au sein du Groupe de recherche sur 'immunopathologie des
maladies infectieuses (GRI) dirigé par le Pr Philippe GASQUE. En 2015, le GRI a intégré I'UMR PIMIT
(Processus Infectieux en Milieu Insulaire Tropical, Université de la Réunion, CNRS 9192, INSERM U1187,
IRD 249) dirigée par le Dr Patrick MAVINGUI. Cette UMR est implantée sur la plateforme de Recherche
CYROI (Sainte-Clotilde, La Réunion).

Ces travaux de recherche ont été réalisés a partir de plantes généreusement mises a disposition par

la CAHEB (Coopérative Agricole des Huiles essentielles de Bourbon).
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Résumé

Les huiles essentielles de citronnelle (Cymbopogon citratus), de géranium (Pelargonium graveolens)
et de vétiver (Vetiveria zizanioides) sont utilisées partout dans le monde pour leur activité répulsive
contre les principaux vecteurs (moustiques, tiques) de maladies infectieuses chez I’'Homme (paludisme,
chikungunya, dengue...). L'application cutanée de ces produits naturels pour éviter le contact avec un
vecteur n’avait pas été encore envisagée comme moyen de limiter les premiers stades de I'infection
par I'agent pathogéne transmis par le vecteur.

Pour vérifier cette hypothése, les travaux ont été consacrés a la mise en place d’un cadre structuré
pour la réévaluation chimique et biologique des trois huiles essentielles isolées a partir de plantes
fournies par une coopérative locale (CAHEB, La Réunion) sur le modéle du virus Ross River (alphavirus)
de la méme famille que le virus Chikungunya. Le virus Ross River est endémique de I'Australie et conduit
chaque année a des épidémies. L'infection chez 'Homme par de multiples vecteurs compétents se
manifeste généralement par des douleurs articulaires.

La caractérisation chimique des huiles essentielles avec une technique de haute résolution
(GCxGC/TOF-MS, Kaunas University of Technology, Lituanie) a permis d’établir leur profil chémotypique
précis pour caractériser la production réunionnaise. La caractérisation biologique in vitro des huiles
essentielles a été menée avec des doses non cytotoxiques, déterminées via un protocole optimisé en
raison de leur volatilité sur des lignées cellulaires représentatives d’une application cutanée
(kératinocytes, mélanocytes et fibroblastes). Il a été montré que la tolérance vis-a-vis de I'huile
essentielle ne nécessite pas de traitement supplémentaire (composition réduite en hydrocarbures).
Lactivité antivirale des trois huiles essentielles a été ensuite comparée sur une lignée de cellules
épithéliales humaines (HEK293T) suffisamment permissives au virus et a l'aide de différentes
techniques immuno-virologiques. Lutilisation de marqueurs spécifiques (clones moléculaires du virus
avec des génes rapporteurs, CEA de Saclay) a permis d’établir I'inhibition de la réplication virale en
fonction des conditions d’application des huiles essentielles de géranium et citronnelle (dose ;
exposition précoce, concomitante ou tardive avec le virus). Enfin, il a été montré que les huiles
essentielles étudiées permettaient de réduire la réponse pro-inflammatoire induite par l'infection
virale.

Ces résultats suggerent I'intérét prolongé sur la peau d’une huile essentielle répulsive dans les
premiers stades d’une infection par un vecteur. A ce titre, I'étude comparative établit la haute valeur
ajoutée de I'huile essentielle de géranium et oriente la recherche de nouveaux anti-infectieux naturels
vers des complexes riches en monoterpénes.

Mots clés: huiles essentielles; répulsifs naturels cutanés; Cymbopogon citratus; Pelargonium
graveolens ; Vetiveria zizanioides : virus Ross River ; alphavirus; activité antivirale ; activité anti-
inflammatoire
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Abstract

Essential oils of citronella (Cymbopogon citratus), geranium (Pelargonium graveolens) and vetiver
(Vetiveria zizanioides) are used worldwide as topical repellent against the main vectors (mosquitoes,
ticks) of human infectious diseases (Malaria, chikungunya, dengue...). Skin treatment with these natural
products, initially to avoid contact with the vector had not yet been considered as a way to disrupt the
early stages of infection when the repelling action fails.

To check this hypothesis, a structured framework has been performed for the chemical and
biological re-evaluation of the three essential oils. The latter was obtained from plants provided by a
local cooperative (CAHEB, La Reunion) and was tested against Ross River virus (alphavirus) that belongs
to the same family of Chikungunya virus. Ross River virus is endemic from Australia and leads annually
to disease outbreaks. Human infection, by multiple competent vectors, usually causes joint pain.

Analysis of essential oils using a high-resolution technique (GC x GC / TOF-MS, Kaunas University of
Technology, Lithuania) resulted in a more accurate chemotypical profile of the local production. The in
vitro study of essential oils was carried out on acceptable doses determined by an improved protocol
that takes into account their volatility and on typical cell lines of a cutaneous application (keratinocytes,
melanocytes and fibroblasts). In particular, we showed that further treatment of the essential oil
(reduced composition in hydrocarbons) do not provide any advantage for their tolerance. The antiviral
effect of the three essential oils was then compared on an epithelial cell line (HEK293T) sufficiently
permissive to the virus and using various immuno-virological assays. The use of specific markers
(molecular clones of the virus, Saclay CEA) allowed to establish the inhibition of viral replication
depending of the conditions of geranium and citronella essential oils application (dose, early,
concomitant or late exposure to the virus). Finally, essential oils have been shown to reduce the pro-
inflammatory response induced by viral infection.

These results suggest the great interest of an essential oil topical repellent in the early stages of a
vector infection. The comparative study established the high value of geranium essential oil and gave
future direction to the discovery of new anti-infectious solutions from monoterpenes-rich natural
complexes.

Key words: essential oils; natural skin repellents; Cymbopogon citratus; Pelargonium graveolens;
Vetiveria zizanioides; Ross River Virus; alphavirus; antiviral activity.
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Introduction générale

Par sa position en zone tropicale, La Réunion est concernée par des maladies a transmission
vectorielle. Ces derniéres sont dues a des microorganismes pathogenes tels que les virus, les bactéries
ou les parasites et impliquent le plus souvent les arthropodes hématophages comme vecteurs.
Plusieurs especes de moustiques présentes sur I'lle sont capables de transmettre des arbovirus a
I’'Homme et ont été responsables d’épidémies. Le risque de ces maladies au-dela de la zone concernée
est amplifié par la mondialisation des échanges. La prévention des arboviroses est ainsi devenue plus
gu’un enjeu régional et s’inscrit désormais dans une problématique de santé publique a I'échelle
planétaire. Lenjeu est d’autant plus important qu’on observe depuis ces derniéres décennies une
recrudescence de virus émergents ou ré-émergents (Jones et al., 2008). Plusieurs de ces virus existent
parfois depuis de nombreuses années sans incidence sur la santé humaine. lls deviennent pathogenes
chez 'Homme et responsables d’épidémies suite a des modifications et adaptations du virus a son

environnement.

La problématique des arboviroses a été renouvelée avec la crise causée par l'alphavirus du
Chikungunya a La Réunion en 2005-2006 (Staikowsky et al., 2008). Pres d’un tiers de la population a
été touché et la maladie associée s’est propagée aux autres iles de I'océan Indien, en Asie, ainsi qu’au
continent américain. Cette épidémie a eu des répercussions économiques et sanitaires importantes.
Dans la zone de I'océan Indien, le virus Ross River est responsable chaque année d’une épidémie en
Australie et se distingue particulierement dans la famille des alphavirus. En effet, ce virus est capable
de se répliquer dans un large spectre d’hotes vertébrés et de vecteurs. Ces multiples combinaisons

hotes-vecteurs rend difficile la prévision des épidémies.

Dans le contexte des arboviroses, la recherche des deux principaux moyens dirigés spécifiquement
contre le virus s’est considérablement développée (Kaur and Chu, 2013) (Abdelnabi et al., 2015). Il y a
d’'une part les antiviraux qui ciblent les enzymes virales impliquées dans la réplication mais ils
n’interviennent qu’une fois I'organisme infecté Il y a d’autre part les vaccins qui consistent a introduire
un agent extérieur non pathogéne afin de susciter une réaction immunitaire spécifique contre le virus.
Limmunité acquise permet alors une stimulation rapide du systéme immunitaire en présence du virus.
Les antiviraux, comme les vaccins, se caractérisent par une action systémique et sont reconnus avec
des efficacités variables. Leur mise au point reste toujours confrontée a leur sélectivité pour le virus et

la tolérance pour I'organisme hote.

La prévention des arboviroses repose également sur des moyens moins spécifiques du virus,

comme les répulsifs dirigés contre le vecteur pour éviter son contact avec I’hote. Les répulsifs les plus
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courants sont utilisés en application cutanée, parmi lesquels on peut distinguer les répulsifs d’origine
synthétique des répulsifs d’origine naturelle et notamment les huiles essentielles. Contrairement aux
antiviraux et aux vaccins, les répulsifs peuvent étre librement utilisés et constituent jusqu’ici un moyen
de protection personnelle contre les piglires du vecteur. Pourtant, leur application sur la peau et
I'absorption cutanée des composés lipophiles créent une zone de contact avec I'arbovirus avant que
celui-ci ne progresse dans I'ensemble de I'organisme. On peut alors considérer ce site anatomique pour
les premiers stades de I'infection lorsque le virus est introduit par la piqQre d’'un moustique vecteur. Le
traitement de cette interface par les huiles essentielles en mesure préventive d’une transmission
vectorielle n'a jamais été considéré jusqu’ici comme un moyen de contrlOler les premiers stades de

I'infection virale.

N

Dans ce contexte, cette étude vise a évaluer les capacités anti-infectieuses de trois huiles
essentielles répulsives contre I'alphavirus Ross River. L'évaluation a porté sur les huiles essentielles de
Cymbopogon citratus, Pelargonium graveolens et Vetiveria zizanioides qui présentent un intérét
économique pour La Réunion (Lawrence, 2009). Aujourd’hui, ces huiles sont produites artisanalement
pour un marché essentiellement limité au secteur de la cosmétique. L'objectif de cette étude est donc
de valoriser ces trois huiles essentielles répulsives pour des activités supplémentaires qu’elles

pourraient présenter contre I'infection par le virus Ross River.

L'étude combine ainsi la caractérisation chimique des mélanges complexes que forment les huiles
essentielles et leur évaluation biologique par la recherche et la mise au point d’'un modele cellulaire
permettant de suivre les premiers stades de I'infection avec des indicateurs qui se rapportent a la

réplication virale e a une réponse immunitaire. Ces travaux sont présentés en trois parties :

— la premiére partie se rapporte a une analyse bibliographique pour un état des lieux sur
I'arbovirus Ross River ainsi que les stratégies et moyens d’intervention disponibles contre
les arboviroses ;

— une deuxiéme partie décrit les résultats de la démarche expérimentale mise en ceuvre pour
la réévaluation des huiles essentielles avec leur composition mieux résolue ;

— la troisieme partie concentre une discussion des résultats au regard du cadre structuré qui

a été mis au point pour la réévaluation des huiles essentielles répulsives.
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PARTIE 1 : Arbovirus Ross River et substances naturelles
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| - Le virus Ross River

La fievre Ross River est une maladie infectieuse due a un virus transmis par un vecteur hématophage
comme le moustique. Le virus Ross River est caractérisé par une grande combinaison d’hétes (hommes,
moustiques, marsupiaux) et de vecteurs potentiels (Aedes, Anopheles, Culex, ...) qui implique une
vigilance particuliére aussi bien dans la dynamique vectorielle surveillance que dans la prévention de

la maladie infectieuse associée.

Les moyens de prévention face aux maladies infectieuses ont conduit a s’intéresser de plus en plus
a I'étude approfondie du virus et de son mode de transmission. Les progrés réalisés sur la biologie des
arbovirus a permis d’ouvrir des nouvelles stratégies d’intervention pour la prévention de la maladie

gu’ils causent.
.1- Arbovirus Ross River

1.1.1 - Les arboviroses

Les arboviroses sont définies comme des maladies infectieuses dues a des arbovirus (pour la
contraction d’arthropod-borne virus). Les arbovirus sont donc associés par définition aux insectes et
autres arthropodes qui forment les « vecteurs » et assurent la transmission du virus aux vertébrés. La
transmission est donc le fait des arthropodes suceurs de sang comme les moustiques, les tiques ou
encore les phlébotomes. Les infections peuvent étre « terminales » lorsque le vertébré qui développe
ou pas une maladie ne peut transmettre I'agent pathogéne. Les arbovirus ayant un impact en termes
de santé publique sont pour la plupart impliqués dans un cycle d’amplification ou le vertébré infecté
va étre la source d’infection de vecteurs naifs qui, a leur tour, vont répliquer le virus et propager

I'infection a un autre vertébré naif lors d’un repas de sang. Il y a alors un cycle épidémique.

Par la dynamique des vecteurs, les arbovirus constituent la classe majeure des maladies
émergentes ou ré-émergentes dans le monde (Jones et al., 2008). Ces derniéres se rapportent soit a
des nouveaux virus qui peuvent toucher I'espece humaine, soit a des virus responsables de maladies
déja connues mais dont l'origine virale n’était pas connue, soit a des virus responsables de maladies

animales et qui infectent désormais I’homme.

Les arboviroses sont devenues un probléme de santé publique a I'échelle planétaire, leur expansion

étant favorisée notamment par l'intensification des échanges économiques et sociaux. D’apres
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I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), elles provoquent plus d’un million de décés chaque année

(“WHO | Fact sheets,”).

1.1.2 - Impact des arboviroses

Les arbovirus appartiennent a plusieurs familles virales : Flaviviridae, Togaviridae, Rhabdoviridae,
Reoviridae et Bunyaviridae. Aujourd’hui, la dengue (flavivirus) concerne plus de 2,5 milliards de
personnes dans plus de 100 pays. Le virus du Chikungunya (alphavirus) a été responsable en 2005-2006
d’une épidémie localisée dans I'océan Indien avec 35 % de la population de La Réunion touchée par la
fievre du Chikungunya (Bala Murugan and Sathishkumar, 2016), puis il a été identifié dans pres de
40 pays. Le flavivirus Zika est lui aussi responsable d’épidémies dans plusieurs pays (Polynésie francaise,
Brésil, Colombie) et avait été décrété comme une urgence de santé publique de portée internationale
par 'OMS de février a novembre 2016. En France, un plan anti-dissémination du Chikungunya, de la
Dengue et de Zika a été alors mis en place par le ministére en charge des affaires sociales et de la santé.
Les arboviroses les plus importantes, du fait de leur fréquence ou de leur récente émergence ou
réémergence, sont issues des familles Flaviviridae (Zika, dengue, fievre jaune) et Togaviridae

(Chikungunya, maladie du West Nile).

1.1.3 - Les alphavirus

La famille des Togaviridae comprend entre autres, le genre alphavirus (Jose, Snyder, and Kuhn 2009).
Cliniguement, les alphavirus peuvent étre de I’Ancien Monde et associés a des éruptions cutanées et
arthralgies ou du Nouveau Monde et associés a des encéphalites. Selon la classification de Baltimore,
les alphavirus appartiennent au groupe IV. Cette classification répartit les virus selon leur mode de
syntheése des ARN messagers et donc selon le type d’acide nucléique du génome viral (ADN ou ARN,
simple ou double brin). Les alphavirus du groupe IV correspondent donc a des virus a ARN simple brin

a polarité positive (Figure 1).
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Figure 1 Classification de Baltimore des virus selon leur type de génome.

Pour les alphavirus, on compte sept complexes antigéniques (Figure 2) avec le virus de la forét de
Barmah (BFV), le virus de I'encéphalite équine de I'Est (EEEV), le virus Middelburg (MIDV), le virus
Ndumu (NDUV), le virus de la forét de Semliki (SFV), le virus de I'encéphalite équine vénézuélienne

(VEEV) et le virus de I'encéphalite équine de lI'ouest (WEEV) (Strauss and Strauss, 1994).

Le virus Ross River (RRV) est un alphavirus dit de 'Ancien Monde et qui appartient au complexe
antigénique du virus de la forét Semliki (Figure 2). Le virus Ross River est endémique de I'Australie et a
été identifié la premiere fois en 1958 sur des moustiques dans le nord-est du pays (Doherty et al.,
1963). Le premier isolat clinique date de 1972. Le virus est actif dans toutes les régions d’Australie mais
différentes souches ont été identifiées selon les régions et la virulence de ces souches varie sur les

souris et les moustiques (Richard C. Russell, 2002).
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Figure 2 Arbre phylogénétique des alphavirus. Ce dernier est obtenu a partir des génes codants pour les protéines

structurales E2, 6 K et E1 (Weaver et al., 2012).

.2 - Vecteurs et modes de transmission

1.2.1 - Les vecteurs

Comme pour tous les arbovirus, le virus associé a la fievre Ross River est transmis par un arthropode
hématophage. De nombreuses especes de moustiques semblent étre impliquées dans la transmission
du virus. En effet, le virus Ross River a pu étre isolé a partir de 42 especes de moustiques et 10 de ces
espéces sont réputées capables de transmettre le virus dans les conditions du laboratoire (compétence
vectorielle). Ces espéces appartiennent aux genres Aedes, Anopheles, Coquillettidia, Culex, Culiseta,
Mansonia et Tripteroides. Cette grande diversité d’espece de moustiques est corrélée a différents

environnements de I'Australie (urbain, rural, arriére-pays, cote) (Richard C. Russell, 2002).

Les principaux vecteurs identifiés sont Aedes vigilax, Aedes camptorhynchus, Culex annulirostris,

d’apres plusieurs études se basant sur le nombre d’isolats du virus Ross River, 'infection et la
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transmission du virus en conditions de laboratoires ainsi que I'abondance de ces espéces et de leurs
isolats lors des épidémies (Mackenzie et al., 1994 ; Harley et al., 2001). Les premiers isolats ont été
réalisés sur les moustiques Aedes vigilax (Doherty et al., 1963). Toutefois les moustiques des genres
Aedes aegypti, Aedes albopictus sont susceptibles d’étre infectés et sont capables de transmettre le
virus. Or, ce sont des espéces retrouvées dans de nombreux pays tempérés et tropicaux. Bien que le
virus Ross river n‘a pu étre isolé des moustiques sauvages Aedes aegypti, ils ont été retrouvés en
abondance lors d’épidémies de la fievre du virus Ross River (Richard C. Russell, 2002 ; Claflin and Webb,

2015).

1.2.2 - Les réservoirs

En plus des vecteurs que sont les moustiques, les espéces réservoirs jouent un role dans le cycle de
transmission du virus. Pour le virus Ross River, les réservoirs identifiés sont principalement des
macropodes qui ne migrent pas, comme les kangourous et les wallabies (Old and Deane, 2005). Cette
identification se base sur des tests sérologiques et des études en laboratoire. Ainsi, le virus Ross River
a été isolé des wallabies agiles Macropus agilis et 'étude de la prévalence des anticorps au virus Ross

River suggére un taux important d’infection (Doherty et al., 1971).

Toutefois ces macropodes ne sont pas trouvés en milieu urbain. D’autres animaux doivent donc étre
impliqués du fait des épidémies citadines, comme peut-étre les opossums d’Australie dans lesquels du
virus Ross River a été détecté (Vale et al., 1991). Les chevaux peuvent aussi étre infectés par le virus
Ross River et pourraient jouer un réle d’hotes amplificateurs ou avoir un role dans les épidémies en
zone péri-urbaine (Mackenzie et al., 1994 ; Dhama et al., 2014 ; Barton and Bielefeldt-Ohmann, 2017).
D’autres réservoirs ont été également envisagés comme les rongeurs de l'espéce Pseudomys

novaehollandiae (Harley et al., 2001 ; Richard C. Russell, 2002).

1.2.3 - Cycles de transmission du virus

Le virus Ross River est maintenu dans la nature selon un cycle enzootique sylvatique, c’est-a-dire
qgue la maladie associée au virus est présente de maniére réguliére en milieu rural chez les animaux
mais avec un taux d’incidence stable. Ce cycle inclue des hotes vertébrés tels que les macropodes et
les vecteurs que sont les moustiques zoophiles (qui piquent préférentiellement les animaux) (Figure 3).
Le cycle épidémique concerne l'infection chez 'Homme ou le virus est pathogéne. Les moustiques sont
considérés comme des hotes d’amplification car I'infection y est persistante. Ce sont les femelles
hématophages qui transmettent le virus lors d’un repas sanguin. En piquant I'individu contaminé, le
moustique préleve du sang contenant le virus. Ce dernier va ensuite se répliquer chez le moustique ; il

y a accumulation des virions au niveau des glandes salivaires et le moustique transmet le virus a un
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nouvel hote lors d’un repas sanguin via la salive (Strauss and Strauss, 1994). Il ne semblerait pas y avoir

de transmission d’humain a humain (Harley et al., 2001).
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Figure 3. Cycles de transmission du virus Ross River.

La salive du moustique aurait un effet sur la potentialisation de I'infection par un arbovirus. En effet,
de nombreuses molécules sont présentes dans la salive avec des propriétés anti-hémostatiques, anti-
inflammatoires ou encore avec des capacités immuno-modulatoires. Elles pourraient avoir un role dans
la transmission du virus a I’héte, en altérant la réponse antivirale de cet hoéte (Schneider and Higgs,

2008 ; Wichit et al., 2016).
.3- Epidémiologie
1.3.1 - Premiéres épidémies du RRV

Le virus Ross River est endémique de I'Australie et est responsable en moyenne de 5000 cas par an.
La premiére épidémie a été reportée en 1928 au sud-est de 'Australie (New South Wales) sans qu’elle
soit alors directement identifiée comme étant due au virus Ross River. Les symptdmes décrits sont
principalement des douleurs articulaires et des éruptions cutanées (Harley et al., 2001). En 1956, une
épidémie dans la Murray Valley au sud de I'Australie avait causé les mémes symptémes et il a été mis
en évidence par sérologie que cette épidémie était due a un virus du méme genre que le Chikungunya

(Shope and Anderson, 1960).
Ce virus a été isolé pour la premiére fois a partir d’'un moustique Aedes vigilax en 1959 a Townsville
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au niveau de la Ross River, d’ou le nom de la souche isolée : RRV-T48 (T pour Townsville et 48 pour le
numéro de I'échantillon de moustique). En 1985, le virus est isolé d’un patient australien atteint de

polyarthrite (Aaskov et al., 1985 ; Barber et al., 2009).

1.1.1 - Distribution du virus en Australie

Le virus Ross River est géographiquement distribué sur 'ensemble de I'Australie et continue d’étre
responsable d’épidémies annuelles (Figure 4). Un signalement d’un cas est fait lorsqu’il y a au moins
un résultat positif au test pour les immunoglobulines (IgM). Le nord de I'Australie ou régne un climat
de région tropicale reste la partie la plus touchée. Ainsi, un des territoires qui subit le plus d’épidémies

du virus Ross River est le Queensland au nord de I'Australie (Barber, Denholm, and Spelman 2009).

Le virus Ross River ainsi que le virus de la forét Barmah (un flavivirus) sont responsables de 72 %
des infections dues aux arboviroses en Australie. Le rapport annuel 2013-2014 du comité australien
National Arbovirus and Malaria Advisory Committee (NAMAC) fait état de 4 569 cas d’infection au virus

Ross River, ce qui représente un ratio de 19,5 pour 100 000 habitants.

On compte un nombre plus important de cas entre février et mai chaque année (Knope et al., 2016),
ce qui correspond a la saison humide pour la région nord de I'’Australie qui est sous climat tropical. Pour
tels que les précipitations estivales et automnales ou encore les inondations dues aux marées lors de
la saison chaude (Richard C. Russell, 2002). En effet, I'environnement humide est favorable a la

reproduction des moustiques, ce qui renforce leur activité et facilite la transmission du virus.
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Figure 4 Taux de signalement d’infection au virus Ross River entre 2013 et 2014 en Australie. Le taux des signalements est

calculé a partir des données de I'Australian Bureau of Statistics (ABS). Adapté de (Knope et al., 2016).

1.3.2 - Distribution du virus dans le Pacifique

Le virus Ross River a été responsable entre 1979 et 1980 d’une importante épidémie étendue a la
région du Pacifique. Les iles Fidji, Samoa, les iles Cook et la Nouvelle Calédonie ont été alors touchées.
Plus de 60 000 personnes ont été concernées par cette épidémie (Harley et al., 2001 ; Richard C. Russell,
2002). Il n'y a pas eu de nouvelles épidémies dans ces régions méme si quelques cas ont été rapportés

depuis dans les fles Fidji (Proll et al., 1999 ; Klapsing et al., 2005).

Cependant, une circulation silencieuse du virus Ross River en Polynésie francaise a été mise en
évidence récemment. En effet, une étude de la séroprévalence entre 2011 et 2013, par test ELISA
mesurant les anticorps immunoglobulines spécifiques du virus Ross River sur 593 donneurs de sang

polynésiens a montré qu’un tiers de cet échantillon est séropositif au virus (Aubry et al., 2015).
.4 - Physiopathologie
1.4.1 - Symptébmes et manifestations cliniques

Les symptomes les plus souvent observés sont des douleurs articulaires, de la fievre, des éruptions
cutanées de courtes durées, mais aussi la fatigue ; ils affectent généralement des adultes agés entre 25
et 44 ans. Peu d’enfants semblent touchés et développer des signes cliniques. La période d’incubation

du virus est comprise entre 7 et 9 jours (Barber et al., 2009).

Les douleurs articulaires sont les symptomes les plus caractéristiques et sont retrouvées chez plus
de 95 % des patients. Elles peuvent persister pendant des mois (Harley et al., 2001 ; Richard C. Russell,
2002 ; Barber et al., 2009). Les articulations concernées sont celles des genoux, des poignets, des
chevilles mais aussi celles des phalanges (métacarpo-phalangiennes) (Harley et al., 2002). D’autres
symptoémes tels que I'anorexie, les nausées et une diminution de la libido sont aussi rapportés chez
certains patients en phase aigiie. Les manifestations chroniques décrites sont I'arthralgie, la fatigue et
la dépression et peuvent persister plusieurs maois, voire plusieurs années apres I'infection au virus Ross

River (Barber et al., 2009 ; Harley et al., 2002 ; Condon and Rouse, 1995).

Linfection par le virus Ross River peut parfois conduire a des complications comme I'encéphalite
mise en évidence par sérologie chez une patiente qui ne présentait pas les symptomes classiques de

douleurs articulaires et d’éruptions cutanées (Lucas and Qiao, 1999).

1.4.2 - Immunologie chez le modeéle de la souris et les patients humains
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D’apres un modele de souris infectées par le virus Ross River, les premiéeres cibles anatomiques lors
de l'infection au virus sont les os, les articulations et les tissus musculaires squelettiques des membres
postérieurs (Dhama et al., 2014 ; Morrison 2006). Chez les patients atteints de la maladie associée a
I'infection par le virus Ross River, ce dernier serait capable de persister dans les articulations synoviales
(Way, Lidbury, and Banyer 2002 ; Rulli et al. 2005). La polyarthrite serait ainsi due a une inflammation
et a la production du virus dans les macrophages présents dans le liquide synovial (Rulli et al., 2007 ;

Soden et al., 2000 ; Suhrbier and La Linn, 2004).

Lors d’'une infection des cellules par le virus, une réponse immunitaire innée et spécifique est mise
en place afin de détecter et tenter d’éliminer les virus pathogénes. Elle fait intervenir les cellules
immunitaires telles que les cellules dendritiques, les lymphocytes T cytotoxiques (CD8+) ou encore les
lymphocytes T auxiliaires (CD4+). Pour des patients atteints de polyarthrite due a I'infection au virus
Ross River, un nombre important de lymphocytes T auxiliaires CD4+ a été retrouvé dans les cellules
mononucléaires du liquide synovial et les lymphocytes T CD8+ au niveau de la peau (Rulli et al. 2005).
Les antigenes viraux sur les cellules mononuclées sont détectables les premiers jours suivant I'infection

(Richard C. Russell 2002).

La réponse immunitaire fait suite a la détection du virus par les cellules grace a des récepteurs
cellulaires appelés Pattern-Recognition Receptors (PRRS). Parmi ces récepteurs, les TLR3 et TLR7 (Toll-
like receptors) sont impliqués dans la détection des alphavirus (Kawai and Akira, 2010). Ces récepteurs
détectent les PAMPs (Pathogen Associated molecular Patterns), motifs moléculaires associés aux
pathogenes, ce qui entraine I'activation de diverses voies de signalisation cellulaire comme la voie du
facteur de transcription NF-kB et la voie interféron (IFN) (Mogensen, 2009). Le facteur de transcription
NF-kB contréle de nombreux génes codant pour des cytokines pro-inflammatoires qui servent de
signaux d’alarme dans la communication cellulaire. Les processus associés a ce facteur de transcription
sont divers et incluent les réponses immunitaires et inflammatoires, la croissance cellulaire ainsi que

la mort cellulaire.

Ainsi, lors des infections par des alphavirus, les cytokines MCP-1 (Monocyte Chemoattractant
Protein 1), IL-6, IL-8, TNF-a et IFN-y sont retrouvés aussi bien in vitro que dans des modéles animaux
ou encore chez les patients en phase aigiie ou chronique (Assun¢do-Miranda et al., 2013 ; Herrero et
al., 2011). Plus particulierement, I’étude in vitro de fibroblastes et de macrophages infectés par RRV
montre une augmentation de I'expression des cytokines MCP-1 et IL-8 (Mateo et al., 2000). La cytokine
IFN-y a été détectée dans le liquide synovial de patients atteints de la maladie due au virus Ross river
(Rulli et al. 2005). D’aprés une étude in vitro, le virus Ross River régulerait la réponse interféron et

I'expression des genes antiviraux I1SG (Interferon Stimulated Genes) a 48 h post-infection dans des
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mélanocytes (Assi et al., 2015).
.5 - Biologie du virus

Le virus Ross River possede une structure réguliere sphérique a symétrie cubique, avec un diamétre
de 65-70 nm. Il est composé d’une nucléocapside isocahédrale et d’'une enveloppe contenant 80 épis,
chaque épi étant un trimére des sous-unités glycoprotéiques E1 et E2 intégrées dans la double couche

lipidique (Figure 5) (Harley et al., 2001).

Figure 5 Structure d’un alphavirus avec sa capside et les protéines de I'enveloppe E1 et E2 (ViralZone)

En tant que virus de la famille Togaviridae, le virus Ross River posséde un ARN simple brin positif,
d’une taille de 11,8 kb. Cet ARN monocaténaire linéaire peut jouer le role de 'ARNm. Cet ARN code
pour quatre protéines non structurales (nsP1, nsP2, nSP3 et nsP4) ainsi que pour les protéines
structurales de la capside et de I'enveloppe (E1, E2 et E3). La glycoprotéine E3 n’est pas intégrée dans

le virion (Harley et al., 2001).
Le cycle de réplication du virus consiste en plusieurs étapes (Figure 6):

- les particules infectieuses pénetrent dans la cellule par internalisation et la capside est
décomposée, libérant ainsi 'ARN viral et les protéines de la capside ;

- les enzymes de I’héte effectuent ensuite la réplication du génome viral et FARN génomique est
traduit afin de synthétiser les protéines non structurales ;

- les protéines non structurales vont former des complexes de réplication nécessaires a la
réplication et la synthése de I'ARN subgénomique, codant pour les protéines structurales
virales ;

- les protéines structurales virales sont ensuite synthétisées puis maturées dans le réticulum

endoplasmique de la cellule héte ;
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les génomes viraux et les protéines de la capside s’auto-assemblent pour former de nouvelles

particules virales ;
ces derniéres bourgeonnent au niveau de la membrane de la cellule h6te et peuvent infecter

de nouvelles cellules (Strauss and Strauss 1994).
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Figure 6 Cycle de réplication d’un alphavirus d’aprés (Dupuis-Maguiraga et al., 2011)

Ainsi, les stratégies antivirales contre le virus Ross River peuvent s’appuyer sur son cycle de vie. Les
données bien établies sur son cycle de réplication peuvent permettre de préciser le mécanisme d’action

des agents antiviraux ou leur action sélective sur une des étapes du cycle.
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Il - La lutte contre le virus Ross River

Les stratégies d’intervention face aux arboviroses correspondent principalement a la prévention
avant l'installation d’'une épidémie et a son contréle une fois établie, selon son ampleur et sa

propagation. Classiquement, I'Organisation Mondiale de la Santé définit quatre niveaux de prévention :

- la prévention primaire qui vise a empécher l'apparition de nouveaux cas dans une
population saine et qui est donc applicable a I'ensemble de la population ;

- la prévention secondaire qui consiste en tous les actes destinés a diminuer la prévalence
d’une maladie et est applicable a un individu a haut risque ;

- la prévention tertiaire qui se rapporte a tous les actes destinés a diminuer la prévalence des
cas chroniques et la rechute d’un patient pour lequel la maladie a déja été présente ;

- la prévention quaternaire correspondant aux soins palliatifs.

La prévention primaire reste a ce jour la stratégie la plus efficace contre les arboviroses. Elle
comprend, entre autre, la lutte vectorielle ainsi que la protection individuelle. La lutte anti-vectorielle
consiste a réduire ou éliminer la densité de la population de moustiques et ainsi réduire le risque
d’infection. La protection personnelle consiste a limiter les surfaces d’exposition et/ou les contacts

hote-vecteur par des répulsifs, afin de réduire I'incidence des infections.

La vaccination est davantage ciblée sur I’h6te que le vecteur et fait partie des mesures collectives
qui peuvent étre prises en prévention primaire. Elle aura pour effet de stimuler les défenses du systeme

immunitaire de I’'h6te afin d’'empécher la propagation du virus.

Les antiviraux constituent une autre stratégie d’intervention, par leur effet délétere sur les étapes
nécessaires a l'entrée et/ou la réplication du virus dans les cellules. La multiplication virale étant
inhibée, le virus se dissémine moins dans I'organisme et cela réduit aussi les risques de contamination

a d’autres individus.
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II.1 - Les répulsifs

I.1.1 - Les répulsifs cutanés

Les répulsifs sont utilisés depuis longtemps pour la prévention des maladies vectorielles. Ils ont pour
but d’'empécher la piqglre des vecteurs hématophages sur les hétes. Ils ne sont pas spécifiques aux

arboviroses mais ont une efficacité variable selon le vecteur.
Il existe différents types de répulsifs :

- les répulsifs physiques, essentiellement les ultrasons ;
- les répulsifs oraux, qui sont principalement des vitamines du groupe B (vitamine B ou
thiamine) ;

- les répulsifs de contact et odorants, qui peuvent étre d’origine synthétique ou naturelle.

Lefficacité des répulsifs physiques et oraux a été remise en cause (lves and Paskewitz, 2005 ; Croft,
2010) et les répulsifs de contact et odorants restent les mieux tolérés a ce jour. Les répulsifs sont de
compositions chimiques plus ou moins complexes (molécules simples ou mélanges) qui alterent le
comportement du vecteur en le détournant de sa cible. Certains empéchent la piglire de maniére
mécanique comme la formulation Avon Skin-So-Soft®, qui utilise un film huileux piégeant les

moustiques (Magnon et al., 1991).

Les molécules répulsives ainsi que leurs différentes formulations sont désormais soumises a une
reéglementation européenne stricte pour leur mise a disposition sur le marché. Cette reglementation
intégre des aspects sanitaires et environnementaux (Journal officiel de I’'Union européenne, 2012, sec.

L 167/1). Elle concerne aussi bien les répulsifs d’origine synthétique que ceux d’origine naturelle.

I1.1.2 - Les répulsifs synthétiques

L'utilisation de répulsifs contre les insectes remonte a I'Antiquité, avec I'utilisation de feux, fumées
ou encore par application de boue et 'usage de certaines plantes. Ce n’est qu’au début du XX®™ siécle
que des répulsifs a base de molécules synthétiques ont été développés avec le diméthyle phtalate en
1929, puis Indalone® en 1937 (Brown and Hebert, 1997) et Rutgers 612 en 1939 (Peterson and Coats,
2001).

La recherche d’une protection efficace pour les soldats américains lors de la Seconde Guerre
mondiale a permis d’identifier le DEET (N,N-diéthyl-m-toluamide) (Figure 7). Il est depuis, un des
composés répulsif le plus efficace et le plus utilisé dans les formulations (Brown and Hebert, 1997 ;

Patel et al., 2016). Il posseéde un large spectre d’action envers les insectes nuisibles comme les
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moustiques, les tiques, les moucherons. Son application permet une protection de plusieurs heures
contre les moustiques avec des formulations allant jusqu’a 50 % en substance active (Moore et al.,
2007a). Les répulsifs a base de DEET disposant d’une autorisation de mise sur le marché (AMM) ne sont
toutefois pas utilisables en France pour les enfants agés de moins de 2 ans (Ministéere des affaires
sociales et de la santé, 2016) (Caumes and Camus, 2015). Cependant le DEET n’est pas une molécule
neutre mais possede des fonctions amide. C’est donc un puissant solvant inflammable (Katz et al.,
2008). Il a également pour inconvénients de dissoudre le plastique et de détériorer certains autres
composés mais il reste sans risque pour le coton, la laine et le nylon. Il aurait aussi un potentiel
immuno-modulateur sur la souris a des doses comparables a celles que l'on peut retrouver chez

I'Homme (Keil et al., 2009).
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Figure 7 Structure des principales molécules répulsives synthétiques

Depuis, d’autres molécules répulsives ont été proposées dont l'icaridine connue aussi sous la
dénomination picaridine ou KBR3023 (Carboxylate de Sec-butyl 2-(2-hydroxyéthyl) pipéridine-1), qui
est couramment utilisée dans les formulations disponibles en Europe et indiquées en France par le
ministére des affaires sociales et de la santé (Ministére des affaires sociales et de la santé, 2016) (Figure
7). Les concentrations utilisées vont jusqu’a 20 % en substance active (Katz et al., 2008 ; Caumes and
Camus, 2015). Cette molécule a pour avantage d’étre sans odeur et non corrosive pour le plastique

tout en ayant une efficacité comparable a celle du DEET (Debboun et al., 2006 ; Katz et al., 2008).

Les autres substances actives utilisées dans les répulsifs recommandés par I'agence nationale de
santé publique sont IR3535 (N-acétyl-N-butyl-B-alaninate d’éthyle) et PMDRBO (mélange de cis- et
trans-p-menthane-3,8-diol) (Figure 7). Ces deux substances sont répertoriées comme ingrédients actifs
de biopesticides par I’'USEPA (United States Environmental Protection Agency). Ce sont des équivalents
synthétiques ou des produits dérivés de substances naturelles. IR3535 possede une structure similaire
a la B-alanine et est utilisée a des concentrations comprises entre 20 et 30 % (Debboun et al., 2006).
PMDRBO est trouvé entre 19 et 25 % en formulation et il peut étre obtenu soit par hydrodistillation

des feuilles d’Eucalyptus citriodora ou par modification chimique du citronellal (Dell, 2009).
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I1.1.3 - Les répulsifs naturels

De nombreuses huiles essentielles sont utilisées de maniere traditionnelle comme répulsifs naturels
contre les arthropodes (Pavela and Benelli, 2016). Certaines plantes sont utilisées telles quelles, mais
les huiles essentielles restent la formulation la plus couramment exploitée. L'huile essentielle de la
citronnelle est I'un des premiers répulsifs naturels connus avec celles de I'eucalyptus, de laurier, de
I'anis et de la bergamote (Debboun et al., 2006). Plusieurs especes végétales ont été reconnues pour
leurs propriétés répulsives contre les insectes, en particulier contre les moustiques (Tableau 1). Les
especes Cymbopogon, Eucalyptus et Ocimum sont les plus étudiées pour leur activité répulsive (Nerio

et al., 2010).

En tant que produits naturels, ces répulsifs sont en général mieux acceptés par la population que
les répulsifs synthétiques. Toutefois, en tant que biocides, ils sont soumis a la méme réglementation
que les répulsifs synthétiques comme indiqué précédemment (I1.1.1 -) et doivent étre aussi évalués,
tant au niveau des risques sanitaires et écologiques que de leur efficacité de protection. Lactivité
répulsive est évaluée selon la procédure standard définie par I'OMS pour les répulsifs spatiaux en
conditions de laboratoire (World Health Organization, 2013) ou les procédures de '’ASTM (American
Society for Testing and Materials) ou de 'USEPA (U.S. Environmental Protection Agency) (Barnard,
2005).

Tableau 1 Huiles essentielles a activité répulsive

Espece Nom commun (composé Vecteur Références
majoritaire)
Allium sativum Ail cultivé Aedes aegypti (Katz et al., 2008)
Artemisia vulgaris Armoise commune Aedes aegypti (Hwang et al., 1985)
(Wang et al., 2006)
Azadirachta indica Margousier ou neem Anopheles (Isman, 2006) (Maia and
Moore, 2011) (Abiy et al.,
2015)
Carapa guianensis Carapa Aedes aegypti (Silva et al., 2006) (Klauck
etal., 2014)
Chenopodium ambrosoides Epazote Aedes aegypti (Gillij et al., 2008) (Soares
et al., 2010) (Pandey et
al., 2014)
Chrysanthemum Pyréthre Mansonia (Hadis et al., 2003)
cinerariaefolium
Cinnamomum camphora Camphrier (camphre, Aedes aegypti (Jiang et al., 2016) (Yang
eucalyptol, linalol) et al., 2004)
Corymbia citriodora Eucalyptus citronné Anopheles (Jaenson et al., 2006a)

(citronellal, p-menthane-
3,8-diol, citronellol,
limonene, géraniol,
isopulegol, 6-pinéne).

(Amer and Mehlhorn,
2006a) (Traboulsi et al.,
2005) (Bossou et al.,
2013)
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Tableau 1 (suite) Huiles essentielles a activité répulsive

Curcuma longa

Cymbopogon citratus

Cymbopogon martinii

Cymbopogon nardus

Cymbopogon winterianus

Eucalyptus camaldulensis

Hyptis suaveolens

Lantana camara

Lavandula spp.

Ledum palustre/

Rhododendron tomentosum

Lippia javanica

Lippia uckambensis

Litsea cubeba

Melaleuca quinquenervia

Mentha piperita

Myrica gale

Nepeta cataria

Ocimum americanum

Ocimum basilicum

Ocimum forskolei

Curcuma

Citronnelle (citral)

Palmarosa (géraniol)

Citronellal

Huile essentielle de
citronnelle de Java

Gommier de Camaldoli

Chan (myrcéne)

Lantanier

Lavande

Lédon des marais

Niaouli

Menthe poivrée (menthol)

Myrte des marais

Cataire

Aedes aegypti, Anopheles
dirus,
Culex quinquefaschiatus

Aedes aegypti,
Anopheles,
Culex quinquefaschiatus

Aedes aegypti, Anopheles
stephensi,

Culex quinquefaschiatus
Aedes aegypti, Anopheles
stephensi,

Culex

Aedes aegypti, Anopheles
stephensi,
Culex quinquefaschiatus

Culex pipiens

Aedes albopictus,
Armigeres, Culex, Aedes
Anopheles gambiae

Anopheles,
Culex quinquefaschiatus

Culex pipiens

Aedes aegypti

Aedes aegypti Anopheles
gambiae

Aedes aegypti Anopheles
gambiae

Aedes, Anopheles, Culex
Armigeres

Aedes, Anopheles, Culex

Culex

Aedes aegypti

Aedes, Anopheles, Culex

Aedes, Anopheles, Culex

Aedes aegypti,
Anopheles,
Culex

Anopheles gambiae

(Auysawasdi et al., 2016)
(Tawatsin et al., 2001)
(Das et al., 2015)

(Moore et al., 2007b)
(Pushpanathan et al.,
2006)

(Bossou et al., 2013)

(Ansari and Razdan, 1994)
(Tyagi et al., 1998)

(Trongtokit et al., 2005)
(Tyagi et al., 1998)
(Adams et al., 2016)

(Ansari and Razdan, 1994)
(Tawatsin et al., 2001)
(Tyagi et al., 1998)

(Erler et al., 2006)
(Conti et al., 2012)
(Vongsombath et al.,

2012)
(Abagli et al., 2012)

(Dua et al., 1996)
(Kamaraj et al., 2011)

(Adams et al., 2016)

(Dampc and Luczkiewicz,
2013)
(Jaenson et al., 2006b)

(Mwangi et al., 1992)
(Omolo et al., 2004)

(Mwangi et al., 1992)
(Omolo et al., 2004)

(Amer and Mehlhorn,
2006a) (Lupi et al., 2013)
(Vongsombath et al.,
2012)

(Amer and Mehlhorn,
2006a) (Lupi et al., 2013)

(Amer and Mehlhorn,
2006a) (Erler et al., 2006)

(Jaenson et al., 2006b)

(Amer and Mehlhorn,
2006a) (Lupi et al., 2013)

(Tawatsin et al., 2001)
(Lupi et al., 2013)

(Trongtokit et al., 2005)
(Amer and Mehlhorn,
2006a) (Erler et al., 2006)

(Odalo et al., 2005)
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Tableau 1 (suite) Huiles essentielles a activité répulsive

Ocimum kilimandscharicum

Ocimum suave

Pelargonium spp.

Pimpinella anisum

Pogostemon spp.

Rosmarinus officinalis

Ruta chalepensis

Syzygium aromaticum

Tagetes minuta

Thymus spp.

Vetiveria zizanioides

Violeta odorata

Zanthoxylum alatum

Zanthoxylum limonella

Huile essentielle de
géranium

Anis vert

Patchouli

Huile essentielle de romarin
(1,8-cinéole)

Rue de Chalep
Giroflier (eugenol, carvacrol,

thymol, cinnamaldehyde)

Thym (thymol, linalol,
géraniol)

Vétiver

Makaen

Anopheles arabiensis
Anopheles gambiae
Anopheles arabiensis
Anopheles gambiae
Aedes

Aedes aegypti,
Anopheles stephensi,
Culex

Aedes aegypti,
Anopheles,
Culex

Culex pipiens

Aedes albopictus

Aedes aegypti,
Anopheles,
Culex

Anopheles

Aedes, Anopheles, Culex

Aedes, Anopheles, Culex
quinquefasciatus

Aedes aegypti,
Anopheles,

Culex quinquefasciatus

(Kweka et al., 2008)
(Kweka et al., 2008)

(Matsuda et al., 1996)
(Thorsell et al., 1998)
(Amer and Mehlhorn,
2006a)

(Prajapati et al., 2005)
(Erler et al., 2006)

(Trongtokit et al., 2005)
(Adams et al., 2016)

(Amer and Mehlhorn,
2006a) (Gillij et al., 2008)
(Adams et al., 2016)

(Hadis et al., 2003) (Conti
etal., 2012)

(Trongtokit et al., 2005)
(Lupi et al., 2013) (Adams
etal., 2016)

(Gillij et al., 2008)
(Amer and Mehlhorn,
2006a)

(Aarthi et al., 2010)
(Aarthi and Murugan,
2012)

(Amer and Mehlhorn,
2006a)
(Lupi et al., 2013)

(Tiwary et al., 2007)
(Das et al., 2003) (Das et

al., 2015) (Trongtokit et
al., 2005)

Comme indiqué précédemment, I'évaluation des répulsifs doit désormais intégrer leurs risques
sanitaires en raison de leurs possibles effets indésirables comme pour les médicaments (Foster et al.,
2005). En effet, certaines huiles essentielles sont responsables de dermatites ou d’allergies, comme
I’huile essentielle de I'arbre a thé (Trumble, 2002) ou encore I’huile essentielle de romarin (Trattner et

al., 2008).

Les huiles essentielles sont constituées par un mélange complexe des composés aromatiques
volatils (COV) obtenu généralement par hydrodistillation ou entrainement a la vapeur. La composition

de ces huiles comprend majoritairement des monoterpénes, des sesquiterpénes et des composés
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oxygénés comme les alcools, les aldéhydes et les esters. Les terpenes ont été identifiés comme
composés responsables de I'activité répulsive (Omolo et al., 2004 ; Nerio et al., 2010). La plupart de ces
composés répulsifs sont des terpénes oxygénés avec un groupement hydroxyle lié a un carbone
primaire, secondaire ou aromatique (Nerio et al., 2010). Toutefois, une étude au Kenya mesurant
I'activité répulsive des huiles essentielles Croton pseudopulchellus, Mkilua fragrans, Endostemon
tereticaulis, Ocimum forskolei, Ocimum fischeri et Plectranthus longipes et leurs composés majoritaires
d’autre part, montre que I'activité répulsive individuelle des composés est en deca de I'activité répulsive
de I'huile essentielle totale (Odalo et al., 2005). L'activité répulsive de ces huiles essentielles serait la

résultante d’un effet synergique des composés.

De nombreuses formulations contenant des huiles essentielles ou des constituants de ces huiles
sont brevetées chaque année comme répulsifs (Pohlit et al., 2011). Ces formulations cherchent a

améliorer l'efficacité des répulsifs a base d’huiles essentielles.

11.1.1 - Mécanismes d’action

Lors du repas sanguin de la femelle moustique, la premiéere barriere rencontrée est la peau qui est
I'interface entre l'environnement extérieur et l'organisme. La peau est constituée d’une couche
supérieure, I'épiderme, puis du derme et de I'hypoderme (Figure 8). LU'épiderme est un épithélium
stratifié non vascularisé composé principalement de kératinocytes et de mélanocytes. Suivant la
morphologie des kératinocytes, on distingue plusieurs couches dans I'épiderme (couche germinative,

épineuse, granuleuse, stratum lucidum et stratum corneum) (Tobin, 2006).

Le derme est un tissu conjonctif vascularisé comprenant des fibroblastes et des cellules du systéeme
immunitaire. En tant que tissu conjonctif, il contient plusieurs protéines et une matrice extracellulaire
constituée principalement de fibres de collagéne mais aussi d’élastine et de fibrillines. Enfin,
I’hypoderme est la couche la plus interne. C’est aussi un tissu conjonctif richement vascularisé composé

principalement d’adipocytes.

Epiderme

Derme

Hypoderme
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Figure 8 Structure de la peau. Représentation des trois couches formant la peau (épiderme, derme et hypoderme).

La femelle moustique, lors de la recherche d’un héte pour se nourrir est sensible a divers stimuli
(visuels, thermiques et olfactifs) émis par celui-ci. Des différences d’attractivité ont lieu selon les
especes de moustiques et selon leurs hétes (Mukabana et al., 2002 ; Lindsay et al., 2000). Les stimuli
sont détectés par les sensilles des moustiques. Les sensilles sont composées de plusieurs neurones et

sont concentrées principalement sur les antennes (Mclver, 1974).

Au niveau olfactif, c’est un ensemble de composés (acide lactique, dioxyde de carbone, ammoniac,
acides carboxyliques, oct-1-én-3-ol et autres composés de la sueur) qui stimule les sensilles du
moustique et non pas un seul composé (Keswani and Bellare, 2006 ; McBride, 2016). Ainsi en étudiant
le comportement et la réponse a I'électro-antennogramme de moustiques, une plus grande attractivité
de ces derniers pour la sueur humaine incubée pendant deux jours que pour la sueur humaine fraiche
a été observée (Meijerink et al., 2000). Cette différence d’attractivité serait due a une différence de pH

et/ou de composition (Braks and Takken, 1999).

Ces capacités olfactives des moustiques sont utilisées dans la lutte vectorielle. Des odeurs
attractives peuvent étre utilisées comme leurre, par exemple le dioxyde de carbone ou l'odeur du
fromage Limburger (Ray, 2015 ; Knols, 1996). Plus généralement, des répulsifs de contact odorants sont
appliqués sur la peau. Lactivité répulsive serait le résultat d’événements physiques et biochimiques.
Ces répulsifs formeraient une barriere de vapeur, empéchant la détection des molécules attractives de
I’hote. Les mécanismes moléculaires du fonctionnement des répulsifs sont peu connus, mais certaines
molécules agiraient sur les récepteurs olfactifs des moustiques (Bohbot et al., 2011 ; Dickens and
Bohbot, 2013 ; Peterson and Coats, 2001 ; Amer and Mehlhorn, 2006b). Le DEET pourrait agir a
distance ou par contact direct. Son action porterait sur le récepteur des composés attractifs. Le DEET
entrerait alors en compétition avec la molécule oct-1-én-3-ol, attractive pour le moustique ; le

récepteur neuronal olfactif Orco serait impliqué dans ce mécanisme (Leal, 2014 ; Ditzen et al., 2008).

L'étude du mécanisme d’action des répulsifs naturels est peu développée, du fait de la composition

complexe de I'huile essentielle et du potentiel effet synergique de ses constituants.

I.1.2 - Avantages et limites des répulsifs synthétiques et naturels

Les répulsifs synthétiques de compositions chimiques parfaitement maitrisées ont été sélectionnés
pour leur large spectre d’action et ont été formulés (aprés 40 ans d’utilisation) pour garantir leur
stabilité et une grande efficacité du fait de leur persistance sur la peau. La durée de protection du DEET
face aux moustiques de I'espéce Aedes peut aller jusqu’a dix heures (Lupi et al., 2013). Toutefois, des

effets secondaires liés a |'utilisation de cette substance ont été reportés : réactions allergiques mais
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aussi des effets neurotoxiques et des problémes cardiovasculaires (Brown and Hebert, 1997 ; Zadikoff

1979 ; Corbel et al., 2009).

De plus, s’agissant d’une molécule unique ciblant les récepteurs olfactifs, les moustiques sont
capables de devenir résistant au DEET : Aedes aegypti, préalablement exposé au DEET, peut devenir
insensible au DEET du fait d’'une anergisation probable des neurones des récepteurs olfactifs en
présence du DEET (Stanczyk et al., 2013). Par ailleurs, Aedes aegypti préalablement exposé au virus
Sindbis peut perdre sa sensibilité au DEET, ou au composé picaridine (Qualls et al., 2011 ; Qualls et al.,

2012).

Dans ce contexte, on constate une utilisation accrue des huiles essentielles comme répulsifs anti-
moustiques. Ces répulsifs naturels, mélanges complexes, ont généralement un large spectre d’action
et il est plus difficile pour les moustiques de développer une résistance. Le fait que ce soient des
ressources renouvelables et disponibles directement dans les zones tropicales, |a ol peuvent avoir lieu
les épidémies est un avantage supplémentaire. Cependant leur durée de protection reste inférieure a
celle des répulsifs synthétiques comme le DEET (Nerio et al., 2010 ; Maia and Moore, 2011). Afin
d’augmenter leur efficacité, de nouvelles formulations ont été développées, telles que la production
de répulsifs combinés, I'ajout d’additifs pour stabiliser les produits avec I'utilisation de la paraffine, de
la vanilline ou de I'acide salicylurique (Nerio et al., 2010). Lobjectif est de réduire la volatilité des huiles
et de trouver un compromis entre des concentrations efficaces pour l'effet répulsif et les effets

secondaires comme les allergies (Semmler et al., 2014).
1.2 - Vaccins

Les vaccins entrent dans le cadre d’une stratégie de prévention ciblée. En effet, ce sont des outils
spécifiques d’un virus, contrairement aux répulsifs qui visent les vecteurs sans sélectivité. Le principe
du vaccin se base sur la capacité du systeme immunitaire a se défendre contre des agents pathogénes.
Le vaccin repose sur un agent extérieur qui est introduit pour provoquer une réponse immunitaire de
I'organisme. Cet agent extérieur peut étre un virus vivant atténué, un agent infectieux inactivé, des
fragments d’un agent pathogene ou encore des toxines bactériennes inactives. Limmunité de
I'organisme est alors acquise, sans développer de pathogénicité par I'induction d’'une mémoire
immunitaire. Lorsque I'organisme sera en contact avec le véritable agent pathogene, la réaction
immunitaire mémoire développera alors une réponse efficace beaucoup plus rapidement (Campbell

and Reece, 2007).

Un vaccin basé sur I'inactivation du virus Ross River a été développée par Aaskov et al. Le virus, isolé

a partir d’'un patient a d’abord été incubé avec du BEI (éthyleéneimine binaire), puis concentré par
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centrifugation. Le BEI est utilisé pour diminuer la capacité infectieuse du virus, tout en conservant
I'immunogénicité du virion. En effet, il agirait sur les acides nucléiques mais les épitopes des protéines
du virus conserveraient leur conformation et leur accessibilité pour leur reconnaissance par les
anticorps (Blackburn and Besselaar, 1991 ; Bahnemann, 1990). Des injections intramusculaires et
intraveineuses de cette préparation brute ont été menées sur des souris BALB/c. Le sérum de ces souris
immunisées montrait alors une production d’'immunoglobulines IgM et IgG dirigées contre le virus Ross
River et qui était comparable a celle de souris ayant été infectées par le virus (Yu and Aaskov, 1994).
Quelques années plus tard, cette méme équipe a repris cette procédure en ajoutant cette fois-ci une
étape de purification du virus inactivé. Aprées avoir regu ce vaccin, des souris infectées in vivo par le
virus Ross River ne développérent pas de symptémes liés a I'infection. Le sérum produit montrait alors

une production d’anticorps dirigés contre le virus in vitro (Aaskov et al., 1997).

L'utilisation du BEI pour inactiver le virus n’étant pas applicable a I'échelle industrielle, du fait des
étapes laborieuses de purification, un vaccin a été développé en inactivant le virus Ross River avec le
formaldéhyde et des radiations ultraviolettes (Kistner et al., 2007). Une forme couplée ou non a un
adjuvant hydroxyde d’aluminium a été également testée sur des souris et des cochons d’inde par
immunisation subcutanée. Les anticorps neutralisants le virus Ross River ont été alors quantifiés dans
les sérums in vitro et la virémie suivie sur les animaux confrontés au virus. Selon plusieurs études, ce
vaccin serait efficace sur le modéle animal (Holzer et al., 2011). Depuis, il a été testé avec succes sur 382
adultes européens n’ayant jamais été infectés par le virus Ross River (Aichinger et al., 2011). Plus
récemment, une étude sur 1 755 adultes australiens a montré une vaccination contre le virus Ross river
plus efficace en terme de production d’anticorps chez les jeunes adultes (16-59 ans) que chez les
personnes de plus de 60 ans (Wressnigg et al., 2015). Toutefois, malgré les travaux de cette équipe, il

n’existe toujours pas de vaccins commercialisés pour I'infection contre le virus Ross River.
|I.3 - Les antiviraux

En I'absence de vaccins, les antiviraux restent une mesure efficace contre I'infection virale. lls
agissent sur le cycle de vie du virus. Contrairement aux répulsifs et aux vaccins, les antiviraux
interviennent sur I'organisme déja infecté aprés apparition des symptémes. lls peuvent soit empécher
I'entrée du virus dans la cellule-héte, soit agir au niveau de la réplication de son matériel génétique ou

encore lors de I'étape d’assemblage de ses éléments constitutifs (Figure 6 et Tableau 2).

Une des difficultés majeures dans le développement d’antiviraux est de caractériser une action
spécifique sur les enzymes virales sans perturber le fonctionnement cellulaire de I'organisme-héte.

Cette action peut étre dirigée spécifiquement contre une protéine du virus, comme par exemple pour
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un composé de type benzimidazole qui semble avoir une activité antivirale contre l'alphavirus du
Chikungunya en agissant spécifiquement au niveau de la protéine nsP4, impliquée dans la réplication
du virus (Wada et al., 2017). La stratégie antivirale peut étre limitée par la mutation et/ou résistance
qgue peut développer le virus qui n'a pas été éradiqué. Mais le développement plus rapide des

antiviraux par rapport aux vaccins permet d’intervenir plus rapidement contre les infections.

Lensemble des molécules antivirales connues pour agir sur les alphavirus tel que le virus du
Chikungunya a été répertorié récemment (Abdelnabi et al., 2015 ; Ahola et al., 2015). On peut classer
ces molécules antivirales suivant leur mode d’action. Certaines, comme la chloroquine ou l'obatoclax,
agissent sur I'attachement du virus en inhibant I'acidification de I'endosome avant la fusion du virus
(Khan et al., 2010 ; Chopra et al., 2014 ; Varghese et al., 2017). Le médicament Arbidol et les flavaglines
(composés naturels) empéchent, eux aussi, I'attachement de I'alphavirus sur les cellules hotes (Chopra

et al., 2014 ; Delogu et al., 2011 ; Wintachai et al., 2015).

Les antiviraux peuvent également agir sur la synthése protéique, comme les petits ARNs interférents
(siRNAs) qui ciblent les protéines nsP1 et E2, ou encore I’harringtonine et I’homoharringtonine qui
inhiberaient la production des protéines nsP3 et E2 (Parashar et al.,, 2013 ; Kaur and Chu, 2013).
D’autres molécules comme la ribavirine (analogue nucléosidique) ou la favipiravir (dérivé de la
pyrazinamide) ou des dérivés de la structure thiazolidine inhibent la réplication virale (Briolant et al.,
2004 ; Rothan et al.,, 2014 ; Delang et al., 2014 ; Jadav et al., 2015). Les composés naturels
5,7-dihydroxyflavones ont été également décrits comme inhibiteurs du virus du Chikungunya mais leur

mécanisme d’action n’a pas encore été résolu (Pohjala et al., 2011).

La recherche de nouveaux antiviraux est désormais appuyée par la bio-informatique qui permet
d’identifier de potentiels candidats, inhibiteurs des enzymes virales (Bassetto et al., 2013 ; Byler et al.,
2016). Cependant, ils restent encore peu applicables in vivo. Par exemple, le traitement par la
chloroquine s’est révélé inefficace dans une étude menée a La Réunion sur des patients infectés par le
virus du Chikungunya (Lamballerie et al., 2008). Depuis ces dernieres années, de nombreuses études
ont été menées pour identifier des antiviraux spécifiques ou non des alphavirus (Tableau 2). Plusieurs
de ces composés sont d'origine naturelle en tant que métabolites secondaires de plantes ou de
bactéries. Ainsi de nombreux flavonoides, tels que la baicaléine, le kaempférol, la naringinine, la
quercétine, la quercétagétine ou la sylimarine ont une activité antivirale contre le virus du Chikungunya

(Lani et al., 2015 ; Lani et al., 2016 ; Ahola et al., 2011).
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Tableau 2 Antiviraux testés contre des alphavirus (études a partir de 2015)

Nom de la Origine ou Alphavirus Méthodes Mode et/ou site d’action Références
molécule famille de la d’évaluation
molécule de lactivité
Abamectine Produits CHIKV, Réplication (Varghese
fermentation SFV, SINV etal.,
Streptomyces 2016)
avermitilis
Acide Fenamate CHIKV In vivo sur Combiné a la ribavirine (Rothan et
méfénamique souris - al,, 2016)
Quantification
du titre viral
Acide CHIKV Modélisation Fixation sur la protéine de la capside  (Sharma et
icolini l., 2016
picolinique qRT-PCR Co-traitement a )
Titrage par
plage de lyse
Anthranilamides WEEV (Barraza et
l., 201
FMV al., 2015)
Apigénine Flavone CHIKYV, (Ahola et
SFV, SINV al., 2011)
Baicaléine Flavonoides CHIKV (Lani et al.,
2016)
Berbérine Alcaloide CHIKYV, Réplication (Varghese
isoquinoline SFV, SINV etal.,,
dérivé de plante 2016)
B-D-N*- CHIKV In vitro Réplication (Ehteshami
hydroxycytidine etal,
(NHC) 2017)
Composé de CHIKV In vitro Cible la protéine nsP4 (Wada et
type al., 2017)
benzimidazole
Conjugués CHIKV (Hwu et
Benzourl'aul-\ al,, 2015)
coumarin-arene
Ivermectine Produits CHIKV, Réplication (Varghese
fermentation SFV, SINV etal,
Streptomyces 2016)
avermitilis
Kaempférol Flavonoide CHIKV In vitro — activité cytopathique, Réplication et (Lani et al.,
PCR quantitative — Western blot synthése 2015)
(expression protéines) protéines
virales
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Tableau 2 (suite) Antiviraux testés contre des alphavirus (études a partir de 2015)

Lactoferrine
humaine

Naringinine

Niclosamide

Nitazoxanide

Prostratine

Quercétine

Quercétagétine

Suramine

Sylimarine

Flavonoide

Dérivé du
phorbol
(Homalanthus
nutans)

Flavonoide

Flavonoide

Flavonoide
extrait du
chardon des
champs
(Silybum
marianum)

SINV, SFV

CHIKV,
SFV, SINV

CHIKV,
SINV, SFV

CHIKV,
SINV, SFV

CHIKV

CHIKV

CHIKV

CHIKV,
SINV, SVF

CHIKV

Détermination de la CCIDso—
activité cytopathique — qRT-PCR —
Western blott

In vitro

In vitro — activité cytopathique —
gRT-PCR

In vivo sur souris

In vitro

Entrée du virus

Entrée du virus

Inhibition de la
production de
virus lors de la
réplication
virale

Inhibition de la
réplication par
action sur
polymérases
virales

Inhibition de la
réplication du
virus (post-
traitement,
étapes
précoces)

(Waarts et
al., 2005)

(Ahola et
al., 2011)

(Wang et
al., 2016)

(Wang et
al., 2016)

(Abdelnabi
etal.,,
2017)

(Lani et al.,
2015)

(Lani et al.,
2016)

(Albulescu
etal.,
2015)

(Kuo et al.,
2016)

(Lani et al.,
2015)
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Il - Les huiles essentielles répulsives

Les huiles essentielles sont utilisées depuis des siécles dans de nombreuses régions comme répulsifs
naturels. La norme NF EN ISO 9235 :2013 définit I'huile essentielle comme « produit odorant,
généralement de composition complexe, obtenu a partir d’'une matiere premiére végétale
botaniquement définie, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par distillation séche, soit par un

procédé mécanique approprié sans chauffage.».

Les plantes aromatiques renferment au sein de leurs organes sécréteurs, des cellules génératrices
de métabolites secondaires, molécules tres volatiles. Ces derniéres sont biosynthétisées a partir
d’unités méthyle-2-butal,3-diéne (motif isopréne) qui conduisent par des réactions successives
d’addition aux monoterpeénes, sesquiterpénes, diterpénes et leurs dérivés d’oxydation tels que les
alcools, aldéhydes, cétones, éthers et esters. Lensemble de ces produits sont accumulés dans des

cellules sécrétrices et conférent a la plante son odeur caractéristique.

La biodiversité locale réunionnaise est reconnue comme une source renouvelable en plantes
aromatiques. Lors des épidémies de Chikungunya ou lors d’épisodes de dengue, une partie de la

population a eu recours aux plantes aromatiques (Minker, 2007 ; Dutertre, 2011).

Il existe une grande diversité des huiles essentielles, mais aussi une grande diversité dans leur
spectre d’activités biologiques (Bakkali et al., 2008). L'utilisation des huiles essentielles a longtemps été
réservée a la médecine traditionnelle, que ce soit pour leur activité répulsive ou leurs autres indications
thérapeutiques. Les huiles essentielles utilisées comme répulsifs doivent désormais étre réévaluées
pour répondre aux nouvelles normes européennes de sécurité sanitaire des produits biocides (Journal
officiel de I’'Union européenne, 2012). C’est le cas des huiles essentielles traditionnellement utilisées
comme répulsif cutané a La Réunion, comme Cymbopogon citratus, Pelargonium graveolens et

Vetiveria zizanioides.
lll.1 - Cymbopogon citratus

Cymbopogon citratus (DC.) Stapf., plus connue sous le nom de citronnelle ou encore verveine des
Indes, est une plante pérenne de la famille des Poaceae (Figure 9). Elle se présente avec de longues

feuilles vertes linéaires avec peu d’inflorescences et dégage une odeur citronnée (Shah et al., 2011).
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Figure 9 Plante Cymbopogon citratus avec de longues feuilles.

Cette plante herbacée tropicale serait originaire d’Inde mais on la trouve aujourd’hui dans de
nombreuses régions tropicales humides et subtropicales (Seaforth et al., 2008). Ainsi, elle est cultivée
en Afrique (Bossou et al., 2013), en Amérique du Sud (Franz et al., 2011 ; Seaforth et al., 2008), en Asie
tempérée mais aussi dans les iles de I'archipel des Mascareignes (Samoisy and Mahomoodally, 2016).
L'huile essentielle de Cymbopogon citratus y est alors utilisée comme répulsif naturel contre les
moustiques Aedes et Culex (Leal and Uchida, 1998 ; Trongtokit et al., 2005 ; Sritabutra and Soonwera,
2013).

11.1.1 - Composition de I’huile essentielle
Le chémotype de I'huile essentielle de citronnelle varie selon les pays. On retrouve toutefois comme

composés principaux le géranial et néral, respectivement isoméres trans et cis du citral (de 72,60 % a

79 %) (Figure 10).

CHa, CHs
x
\O X
So M\/
HC” CH, HsC™ “CHs
Géranial Néral Myrcene

Figure 10 Composés majoritaires de I'huile essentielle de Cymbopogon citratus. Uhuile essentielle est extraite a partir des

feuilles par hydrodistillation.

Le monoterpene hydrocarboné myrcéne est un constituant caractéristique de I’huile essentielle de
citronnelle sauf pour celui d’Afrique du Sud ou le 2-thuyéne (8,05 %) a été identifié en substitution du
myrcéne (Tableau 3). Uhuile essentielle de citronnelle est composée majoritairement de monoterpénes
et de sesquiterpénes, avec une proportion plus importante de monoterpénes oxygénés par rapport a

I'huile totale (Kpoviessi et al., 2014).
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Tableau 3 Composition de I'huile essentielle de Cymbopogon citratus

Continent Pays Méthode d’analyse Composés majoritaires  Référence
Afrique Afrique du sud GC-MS Citral : géranial, néral (Ajayi et al., 2016)
(72,60 %)

2-thuyéne (8,05 %)

Angola GC/MS Géranial (45,7 %) (Machado et al., 2012)
Néral (32,5 %)
B-myrceéne (11,5 %)

Bénin GC/MS Géranial (44,3 %) (Bossou et al., 2013)
Néral (30,8 %)
Myrcene (12,4 %)

Bénin GC/MS Géranial (39,5 %) (Kpoviessi et al., 2014)
GC/FID Néral (35,5 %)
B-pinéne (10,1 %)
Cis-géraniol (4,3 %)

Burkina Faso GC/MS Géranial (44,6 %) (Menut et al., 2000)
Néral (33 %)
Myrcéne (10,7 %)

Togo GC/MS Géranial (45,2 %) (Koba et al., 2008)
Néral (32,4 %)
Myrcéne (10,2 %)

Amérique du Sud Brésil GC/MS Géranial (41,3 %) (Sacchetti et al., 2005)
GC/FID Néral (32,3 %)
Myrceéne (15,48 %)
Brésil GC/MS Géranial (40,8 %) (Blanco et al., 2009)
Néral (36,3 %)
B-myrceéne (13,2 %)

Lhuile essentielle est utilisée depuis les années 1900, en particulier dans les produits
cosmeétiques (savons, cremes, parfums). Cependant elle pourrait produire des irritations, bien qu’ayant

une faible toxicité (Opdyke, 1973).

[11.1.2 - Ethnopharmacologie

Cymbopogon citratus est connue pour différentes applications. Elle est utilisée aussi bien pour un
usage alimentaire qu’en médecine traditionnelle ou encore en aromathérapie (Shah et al., 2011 ;

Avoseh et al., 2015 ; Ekpenyong et al., 2015), et son exploitation varie selon les régions (Tableau 4).
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Tableau 4 Usages traditionnels de Cymbopogon citratus

Continent Pays Usages traditionnels Forme utilisée Référence
Afrique Nigéria Fievre, rhumes, toux, Thé, feuilles (1.S. Akande et al.,
indigestion, diurétique 2011)
Diabete,
anti-inflammatoire,
troubles nerveux (Avoseh et al., 2015)
Egypte Antispasmodique Décoction des feuilles (Shah et al., 2011)
et tiges
Rodrigues Toux Infusion des feuilles (Samoisy and
dans l'eau Mahomoodally, 2016)
Amérique Argentine Rhume, problemes Décoction (Filipov, 1994)
digestifs (Avoseh et al., 2015)
Bolivie Insectifuge Huile essentielle (Moore et al., 2007b)
Brésil Anxiolytique, Thé, Feuilles (Leite et al., 1986)
ti di
o Formin
gesique, al., 1986)
Anti-infl toire,
a:til n ,a.mma orre (Shah et al., 2011)
pyrétique
Troubles digestifs (Avoseh etal., 2015)
(diurétique)
Colombie Dentaire Racines (Avoseh et al., 2015)
Costa Rica Toux, troubles digestifs  Feuilles (Avoseh et al., 2015)
Cuba Rhume, problemes Décoction (Carbajal et al., 1989)
digestifs, hypot g
'8estTS, Nypotenseur, (Shah et al., 2011)
anti-inflammatoire
(Avoseh et al., 2015)
Etats-Unis Blessures, fractures Décoction (Spring, 1989)
Asie Philippines Fievre, rhumes, Thé (Dagupen et al., 2009)
antimicrobien,
antifongique,
indigestion, antistress
Thailande Problémes intestinaux Feuilles, tiges (Wannissorn et al.,
(carminatif, 2005)
diurétique), fievre (shah et al,, 2011)
) Huile essentielle v
Insectifuge (Sritabutra
Duangkamon et al.,
2011)
Inde Répulsif Plante entiére (Rao and Jamir, 1982)

Insectifuge,
antimicrobien

Fieévre et maux de téte,
troubles digestifs

Huile essentielle

Décoction des feuilles

(Bansod and Rai, 2008)

(Pushpanathan et al.,
2006)

(Shah et al., 2011)
(Avoseh et al., 2015)
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Longtemps réservées a des usages traditionnels, les propriétés de I'huile essentielle de citronnelle
sont aujourd’hui réévaluées dans une démarche scientifique rigoureuse. Ainsi les propriétés
anti-inflammatoires de Cymbopogon citratus ont été évaluées in vitro et in vivo. Uextrait éthanolique
de Cymbopogon citratus ou son infusion agissent sur les voies de I'inflammation. Apres induction de
I'inflammation par le LPS sur des cellules macrophages de souris, en présence d’extraits de citronnelle
a 5 ou 10 pg, le médiateur pro-inflammatoire TNF-a est réduit de 56 % dans les cellules avec extraits,
par rapport aux cellules sans extraits (Tiwari et al., 2010). De méme, les voies de signalisation NF-kB,
P38 MAPK et JNK % sont inhibées en présence d’extraits de citronnelle (Francisco et al., 2011 ; Francisco
et al., 2013). In vivo, une décoction de feuilles de citronnelle ingérées par voie orale par des souris
réduit faiblement (18 %) I',edéme a la patte induit par la carraghénane (Carbajal et al., 1989). En
revanche, l'application cutanée (10 uL) de I'huile essentielle de la citronnelle par voie orale conduit a
une diminution de 80 % de I'cedéme sur les souris et 75 % de 'cedéme a l'oreille (Boukhatem et al.,
2014). Le composé majoritaire de I’huile essentielle, le citral, aurait aussi cet effet anti-inflammatoire,

notamment en inhibant la voie NF-kB (Lee et al., 2008).

L'activité antimicrobienne de I’huile essentielle a été elle aussi tres étudiée. LUhuile essentielle de
citronnelle cultivée en Thailande inhibe la croissance de plusieurs bactéries (Salmonella spp, E. coli,
Clostridium perfringens, Campylobacter jejuni) (Wannissorn et al., 2005). L'huile essentielle, ainsi que
ses composés majoritaires comme le citral ou le myrcéne ont une activité antibactérienne sur
Staphyloccus aureus. Par contre, seuls I’huile essentielle totale et le citral inhibent la croissance du
Bacillus subtilis et E.coli (Onawunmi et al., 1984). L'huile essentielle de citronnelle est aussi capable de
détruire des structures plus complexes, comme le biofilm formé par Streptococcus mutans (Tofifio-

Rivera et al., 2016).

L'activité antifongique de I'huile essentielle de citronnelle a été établie contre Aspergillus fumigatus,
Aspergillus niger mais aussi Candida albicans et Candida tropicalis (Bansod and Rai, 2008). Elle agit
aussi contre le parasite Leishmania, de méme que son composé majoritaire, le citral (Machado et al.,
2012). L'activité de cette huile contre le parasite responsable du paludisme, Plasmodium falciparum a

été démontrée in vitro (Kpoviessi et al., 2014 ; Akono Ntonga et al., 2014).

L'activité antivirale dose-dépendante de I'huile essentielle de citronnelle sur HSV-1 a été mise en
évidence par la méthode de réduction de plaques aux concentrations. A une concentration de 0,1 %,
I’huile inhibe completement HSV-1 lorsqu’elle est incubée 24 h avec le virus, mais pas en situation de
prétraitement ou de post-traitement (Minami et al., 2003). Par ailleurs, apres 24 h d’incubation de
I’'huile essentielle ou du citral avec un norovirus non enveloppée murin, le nombre de virions infectieux

du norovirus est réduit de 2 logio. Dans ce cas, I’huile essentielle de citronnelle ou le citral se fixeraient
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sur la capside du virus et empécheraient les étapes d’attachement du virus a la cellule-héte (Gilling et
al., 2014). Lactivité de fractions a I’hexane de Cymbopogon nardus a été montrée sur le virus de la

rougeole (M.N. Nurul Aini et al., 2006) et de I'herpes HSV-1 (Bahtiar et al., 2011).

lll.2 - Pelargonium graveolens

Pelargonium graveolens LUHér ou encore Pelargonium x asperum est une plante herbacée vivace de
la famille des Geraniaceae et du genre Pelargonium. Elle est appelée communément géranium rosat
et posseéde de nombreuses inflorescences (Figure 11). D’origine africaine, on la retrouve aujourd’hui
cultivée a La Réunion, en Chine, en Egypte, en Algérie, au Maroc et en Inde (Narayana et al., 1986). La
Chine et I'Egypte sont les plus grands producteurs d’huile essentielle de géranium (80 tonnes), suivis

de I'Inde (20 tonnes), puis de la Réunion (3 tonnes) et I’Afrique du Sud (3 tonnes) (Lawrence, 2009).

3
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Figure 11 Inflorescences de Pelargonium graveolens

Pour ses propriétés sensorielles olfactives, I'huile essentielle est largement utilisée en parfumerie
et aromathérapie. L'huile essentielle est obtenue par hydrodistillation a partir des feuilles de
Pelargonium graveolens. La composition différe si I'huile essentielle est obtenue exclusivement des

feuilles ou des tiges (Ravindra and Kulkarni, 2015).

l11.2.1 - Composition de I'huile essentielle

Suivant la variété, la composition de I’huile essentielle varie par le pourcentage des composés
majoritaires (citronellol et géraniol) et certains composés ne se retrouvent pas dans toutes les huiles
de géranium (Chauhan and Verma, 2010 ; Singh et al., 1999). Lhuile essentielle obtenue a partir de
plantes en Italie posséde 61 composés, dont 69 % de monoterpéenes oxygénés, 16,2 % de
sesquiterpénes oxygénés et 9,7 % de sesquiterpenes hydrocarbonés (Benelli et al., 2017). De maniére
générale, elle est composée majoritairement des monoterpénes oxygénés citronellol, géraniol et du

formiate de citronellyle (Tableau 5, Figure 12).
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Figure 12 Composés majoritaires de I'huile essentielle P. graveolens. Cette huile est obtenue a partir des feuilles par

hydrodistillation

Kulkarni et al. ont montré qu’il pouvait y avoir une variation de la composition de I’huile essentielle

entre intra-clones de Pelargonium sp. cultivar Bourbon. Bien qu’il n’y ait pas de variations

morphologiques, certains clones montrent en effet une composition différente avec un pourcentage

d’isomenthone plus élevé que celui du citronellol et du géraniol (Kulkarni et al., 1997).

Tableau 5 Composition de I'huile essentielle obtenue a partir des feuilles de Pelargonium graveolens

Pays

Méthode d’analyse

Composés majoritaires

Référence

Algérie

Bosnie-
Herzégovine

Inde (montagnes)

Iran

Italie

GC/MS

GC/MS

GC/FID

GC/MS

Citronellol (30,2 %)

Formiate de citronellyle (9,3 %)
Géraniol (7,6 %)
Guai-6,9-diene (5,4 %)
Géraniol (27,5 %)

Citronellol (19 %)
10-épi-y-eudesmol (5 %)
Guai-6,9-diéne (4,6 %)
Citronellol (21,3-28,7 %)
Géraniol (23,1-38,4 %)

Linalol (4,2-6,5 %)
Iso-menthone (6,5-7,9 %)
Citronellol (48,4 %)
O-octéne-1-ol (18,61 %)
p-menthone (6,96 %)
Citronellol (32,8 %)
10-épi-y-eudesmol (10,6 %)
Formiate de citronellyle (10,0 %)

Isomenthone (6,3 %)

(Boukhatem et al., 2013b)

(Cavar and Maksimovic¢,

2012)

(Verma et al., 2010)

(Mousavi et al., 2014)

(Benelli et al., 2017)
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Tableau 5 (suite) Composition de I’huile essentielle obtenue a partir des feuilles de Pelargonium graveolens

Serbie GC/MS Citronellol (24,54 %) (Dzamic et al., 2013)
Géraniol (15,33 %)
Formiate de citronellyle (10,66 %)
Linalol (9,80 %)

Taiwan GC/MS Citronellol (28,9 %) (Lin et al., 2016)
Guai-6,9-diene (20,1 %)
Formiate de citronellyle (11,7 %)

Tajikistan GC/MS Citronellol (37,5 %) (Sharopov et al., 2014)
Géraniol (6,0 %)
Oxyde de caryophylléne (3,7 %)
Menthone (3,1 %)

Tunisie GC/MS Citronellol (21,9 %) (Boukhris et al., 2013)
Formiate de citronellyle (13,2 %)
Géraniol (11,1 %)
10-épi-y-eudesmol (7,9 %)

Tunisie GC/FID Citronellol (21,93-30,61 %) (Boukhris et al., 2015)
Géraniol (11,07-15,63 %)
Formiate de citronellyle (9,76-13,24 %)

n.d. GC/MS Citronellol (33,4 %) (Fang et al., 2016)
Géraniol (12 %)
Formiate de citronellyle (10,9 %)
Menthone (6,3 %)
Linalol (5,5 %)

n.d. GC/MS Citronellol (33,6 %) (Rana et al., 2002)
Géraniol (26,8 %)
Linalol (10,5 %)
Formiate de citronellyle (9,7 %)

p-menthone (6,0 %)

[11.2.2 - Ethnopharmacologie

Les propriétés biologiques de I'huile essentielle de géranium ne sont pas autant décrites que celles
de I’huile essentielle de citronnelle. A La Réunion, les feuilles sont utilisées pour aider a la cicatrisation
des plaies. L'huile essentielle est utilisée comme vermifuge mais aussi contre les symptomes grippaux
(fatigue, fievre, rhume, toux) (Lavergne and Véra, 1989). En usage externe, I'huile essentielle est utilisée

contre toutes les dermatoses (Lavergne, 2004).

Les propriétés anti-inflammatoires de I'huile essentielle de géranium ont été aussi reportées dans

la littérature. Une étude in vivo sur des souris montre une réduction de I'inflammation responsable
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d’cedémes au niveau de la patte ou de l'oreille aprés respectivement une injection ou une application
cutanée de I'huile essentielle (200 ou 400 mg/kg). La diminution de 'oedéme est dépendant de la dose
de I'huile essentielle appliquée. Pour la dose 400 mg/kg, 'cedéme a la patte est réduit a 73 % et
'redéeme a loreille a 88 % (Boukhatem et al., 2013a). Une étude in vitro a établi l'effet anti-
inflammatoire de I'huile essentielle de géranium sur des cellules nerveuses microgliales, par I'inhibition

de la production de NO (Elmann et al., 2010).

L'activité antimicrobienne, tant bactérienne que fongicide, de I’huile essentielle de géranium a été

aussi décrite (Dorman and Deans, 2000 ; Boukhris et al., 2013 ; Raut and Karuppayil, 2014).

L'activité contre Leishmania de I'huile essentielle de géranium ou de ses composés majoritaires, tels
que le géraniol a été mise en évidence (Essid et al., 2015). Le géranium a une activité antibactérienne
contre E. coli mais aussi plusieurs bactéries gram-négatives isolées de patients (Lin et al., 2016 ;
Sienkiewicz et al., 2014). Lactivité antifongique a été caractérisée, entre autres, pour le champignon
Ascoshpaera apis mais aussi Candida, en action synergique avec I'amphotéricine B (Ansari et al., 2016

; Rosato et al., 2008) et la levure Malassezia (Naeini et al., 2011).
lll.3 - Veetiveria zizanioides

Vetiveria zizanioides (L.) Nash, répertoriée également sous les noms Andropogon zizanioides,
Chrysopogon zizanioides est une plante pérenne de 1 a 2 m de haut avec des racines trés développées
(Figure 13). Elle fait partie de la famille des Poacées. Originaire d’Inde, elle a été introduite et cultivée

dans de nombreuses régions tropicales.

Figure 13 Racines et partie aérienne de Vetiveria zizanioides
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Les principaux producteurs du vétiver sont Haiti, I'Inde, Java et la Réunion (“Index de la flore,”
2017). C’est une plante hydrophyte, mais dont la culture est peu exigeante. En effet, elle résiste a des
conditions trés seéches ou trés humides. L'huile essentielle est utilisée principalement en parfumerie,
mais la plante entiére est aussi souvent utilisée en bordures pour fixer le sol. Elle est produite

principalement en Haiti et en Indonésie mais aussi a Madagascar et a La Réunion (Lawrence, 2009).

I11.3.1 - Composition de I'huile essentielle

Lhuile essentielle de vétiver est trés visqueuse et s’obtient par hydrodistillation des racines. Cette
huile ne contient pas de composés majoritaires définis, mais elle est plus riche en composés que les
huiles essentielles précédentes (Tableau 6). Elle est constituée majoritairement de sesquiterpenes

oxygénés, puis de monoterpéenes oxygénés (Filippi et al., 2013).
Tableau 6 Composition chimique de I'huile essentielle obtenue a partir des racines de Vetiveria zizanioides

Pays ou type Méthode d’analyse Composition Référence

Bourbon GC-MS Alcools (27 %) (Martinez et al., 2004)
Composés carbonyles (16,4 %)
Hydrocarbones (8,9 %)
Isovalencénol (8,9 %)

Brésil GC-MS Alcools (28,3 %) (Martinez et al., 2004)
Acide zizanoique (24,0 %)
Acides carboxyliques (24 %)

Haiti GC-MS Alcools (43 %) (Martinez et al., 2004)
Composés carbonyles (18,2 %)
Isovalencénol (15,3 %)

Inde GC-FID Khusimol (16,25 %) (Chahal et al., 2015)
Khusinol (10,28 %)
Germacrene-D (9,73 %)

Java GC-MS Hydrocarbones (28,3 %)
Alcools (21,3 %)
Composés carbonyles (17,7 %)

Taiwan GC/MS Cedr-8-ene-13-ol (12,36 %) (Chou et al., 2012)
a-amorphéne (7,80 %)
B-vatirenéne (5,94 %)
a-gurjunene (5,91 %)

Déhydro-aromadendréne (5,45 %)
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Tableau 6 (suite) Composition chimique de I’huile essentielle obtenue a partir des racines de Vetiveria zizanioides

B-vetispirene (1,6-4,5 %) (Champagnat et al., 2006)
Khusimol (3,4-13,7 %)
Vétisélinenol (1,3-7,8 %)

a-vétivone (2,5-6,3 %)

[11.3.2 - Ethnopharmacologie

Le vétiver est utilisé traditionnellement pour de nombreux usages. Ainsi a La Réunion, la tisane du
vétiver est utilisée comme régulateur menstruel ou la décoction de ses racines contre les diarrhées.
Une boisson composée de quelques gouttes de I’huile essentielle de vétiver ajoutées a une tisane de
citronnelle sert contre la fievre et la toux (Aplamedom, 2013). Dans I'lle de Rodrigues, on utilise les
racines de cette plante en infusion contre les rhumes et les symptomes grippaux (Samoisy and
Mahomoodally, 2016). Dans les iles des Caraibes, elle est utilisée en décoction des racines contre les

douleurs abdominales mais aussi la fievre et la grippe (Seaforth et al., 2008).

Toutefois, il y a a ce jour peu d’études sur l'activité biologique de I’huile essentielle de vétiver. Chou
et al. ont mis en évidence une activité anti-inflammatoire corrélée a une activité antioxydante sur des
macrophages stimulée par LPS (Chou et al., 2012). L'action répulsive de I'huile essentielle a été mise en
évidence contre Culex quinquefasciatus et Anopheles minimus (Sathantriphop et al., 2014). Les extraits
éthanoliques a partir des racines sont des pesticides contre le vecteur du paludisme Anopheles

stephensi (Aarthi and Murugan, 2012) mais aussi contre les termites (Nix et al., 2006).

L'approche ethnopharmacologique a permis de décrire une activité répulsive des huiles essentielles
de citronnelle, géranium et vétiver, comme on I'a vu précédemment (1l.1.3 -) ainsi que d’autres
propriétés biologiques, mais la potentielle activité antivirale reste peu caractérisée. Peu d’études
décrivent la potentielle activité antivirale du géranium, si ce n’est contre le virus influenza avec une
inhibition de plus de 60 % de I'activité du virus (Turmagambetova et al., 2015). A ce jour, les possibles

effets secondaires des huiles essentielles de citronnelle, géranium et vétiver ont été peu étudiés.
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PARTIE 2 : Résultats
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| - Caractérisation chimique des huiles essentielles

Une huile essentielle est un mélange trés complexe et sa composition chimique dépend de multiples
caractéristiques de sa matiere premiéere (organe considéré, conditions écologiques, maturité, mode de
récolte, méthode et paramétre d’extraction), mais elle est généralement définie par l'origine du
matériel végétal et le procédé utilisé pour son extraction. Pour les activités biologiques recherchées

dans cette étude, la caractérisation chimique fine des huiles essentielles était fondamentale.

L'analyse chimique des huiles essentielles est effectuée en routine par chromatographie gazeuse
couplée a la fois a un spectrometre de masse (GC-MS) pour I'analyse qualitative et un détecteur a
ionisation de flamme (GC-FID) pour I'analyse quantitative. Ces techniques classiques sont uniquement
basées sur la volatilité (température d’ébullition) et la masse des constituants mais leur sensibilité est
souvent limitée, par exemple pour la résolution des isoméres. Le domaine analytique appliqué a la
caractérisation fine de mélanges complexes s’appuie de plus en plus sur la technologie avancée de la
chromatographie gazeuse bidimensionnelle couplée a un spectrométre de masse a temps de vol
(GC x GC-TOF MS). En effet, la chromatographie bidimensionnelle consiste a coupler deux colonnes de
polarités différentes pour avoir une séparation parfaite des isomeres. Cette méthode est appliquée aux
mélanges complexes qui conduisent & de nombreuses co-élutions. A I’heure actuelle, le seul détecteur
de masse parfaitement adapté au couplage GC x GC est le détecteur de masse a temps de vol
(GC x GC-TOF MS). Ce spectromeétre posséde une vitesse d’acquisition des spectres supérieure a 500 Hz
qui permet alors I'enregistrement de 10 a 20 spectres par pic, ce qui est parfaitement adapté au

couplage GC x GC.

Dans cette étude, les trois huiles essentielles ont été isolées a partir des parties aériennes
(citronnelle, géranium) ou des racines (vétiver) de la plante par hydrodistillation, qui reste la technique
d’extraction la plus courante. Pour leur caractérisation chimique, I'analyse quantitative par GC-FID a
été ici associée a une analyse qualitative par chromatographie gazeuse couplée a un spectrometre de
masse a temps de vol en mode monodimensionnel (1D-GC-TOF MS). La chromatographie gazeuse
permet de séparer les différents constituants selon leur affinité pour la colonne et ainsi déterminer
leurs temps de rétention sur cette colonne. Les indices de rétention (KI) sont calculés sur la base des
n-alcanes C;-Cso et des spectres de masse obtenus, comparés aux bases de données et la littérature

existantes (Adams, 2004).
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I.1- Cymbopogon citratus

L’huile essentielle de citronnelle, de couleur jaune, a été obtenue avec un rendement de 0,3 % (w/w)
par rapport a la matiere seche initialement traitée. 48 constituants ont été détectés et 37 d’entre eux
ont été identifiés, soit 99,4 % de la composition totale (Tableau 7). Les données établissent une
composition riche en monoterpénes et sesquiterpenes. Les monoterpéenes oxygénés sont
prédominants (90,16 %). Deux aldéhydes monoterpéniques isomeéres, le géranial (45,11 %) et le néral
(32,16 %) formant le mélange appelé citral, sont les constituants majoritaires avec lalcool
monoterpénique géraniol (3,29 %). La composition chimique révele la présence notable de

monoterpenes hydrocarbonés (8,49 %) avec principalement du myrcene (7,85 %) (Figure 14).

CH, CHa
"0 x
| | So WOH M\/
HsC” CH, HC™ CH,
Géranial Néral Géraniol Myrcene

Figure 14. Constituants majoritaires de I'huile essentielle de C. citratus. L’huile est obtenue par hydrodistillation de la

partie aérienne.

La résolution plus importante avec la technique GC-TOF-MS a permis d’identifier des constituants
jusqu’ici non répertoriés dans les compositions décrites. Ainsi, plusieurs monoterpenes oxygénés
comme le 1,8-cinéole, 'oxyde de (Z)-limonene, le verbénol ou encore les isomeres (Z)-isocitral et

(E)-isocitral ont été identifiés dans I’huile essentielle de citronnelle (Tableau 7).

Les constituants oxygénés sont réputés responsables de l'activité biologique répulsive de I’huile
essentielle de citronnelle (Papachristos et al., 2004). Pour les besoins de cette étude, le fractionnement
de I'huile a été effectué par élution sur colonne pour séparer une fraction enrichie en composés
oxygénés et une fraction enrichie en hydrocarbures. La comparaison des chromatogrammes (Figure 15)
indique que cette méthode simple de séparation a été efficace. En effet, le géranial, le néral et le
géraniol sont retrouvés dans la fraction oxygénée et le myrcéne est identifié dans la fraction

hydrocarbonée.
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Figure 15 Chromatogrammes de I'huile essentielle de citronnelle ou de ses fractions. Injection en GC-MS de I'huile

essentielle de citronnelle (A) ou superposition des chromatogrammes obtenus apreés injection de la fraction oxygénée et la

fraction hydrocarbonée de citronnelle (B).
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1.2 - Pelargonium graveolens

L'huile essentielle de géranium a été obtenue par hydrodistillation avec un rendement de 2 % (w/w)
par rapport a la matiére seche initiale et elle se présente avec une couleur verte. Lanalyse chimique
permet de détecter 75 composés dont 67 ont été identifiés pour 98,74 % de la composition totale
(Tableau 8). La composition détaillée révéele la prédominance de monoterpénes oxygénés (81,17 %)
avec trois alcools (citronellol : 23,43 % ; géraniol : 16,85 % ; linalol : 10,79 %) ainsi que deux de leurs
dérivés esters (formiate de citronellyle : 12,29 % ; formiate de géranyle: 4,72 %) et une cétone
(isomenthone : 7,06 %). L'huile essentielle se distingue par la présence significative de sesquiterpenes
hydrocarbonés (8,21 %) avec le constituant caractéristique guaia-6,9-diene pour une proportion de

3,54 % (Figure 16).

OH
)\/\/KAOH TOJ\H %ﬁ ?C O%\OM )\&
I

Géraniol Formiate de Linalol Isomenthone Formiate de Guaia-6,9-
citronellyle géranyle diéne

Figure 16. Constituants majoritaires de I’huile essentielle de géranium. L'huile est obtenue par hydrodistillation de la partie

aérienne.

Comme précédemment, des constituants supplémentaires ont été identifiés: plusieurs
monoterpenes oxygénés apparaissent dans notre huile essentielle, comme le terpinene-4-ol,
I'isomenthol, le myrténol ou le (E)-myrtanol ainsi que plusieurs monoterpénes hydrocarbonés, dont les

isomeres (Z)-B-ocimeéne et (E)-B-ocimene (Tableau 8).

Selon la méme méthode que pour I'huile essentielle de citronnelle, une fraction enrichie en
composés oxygénés et une fraction enrichie en hydrocarbures ont été obtenues par fractionnement
sur colonne. Le géraniol, le formiate de citronellyle, le linalol, I'isomenthone et le formiate de géranyle
sont identifiés dans la fraction oxygénée et le guaia-6,9-diene est retrouvé dans la fraction

hydrocarbonée.

1.3 - Vletiveria zizanioides

L'huile essentielle de vétiver a été obtenue par hydrodistillation des racines avec un rendement de
0,3 % (w/w) par rapport a la matiére séche initiale et elle se présente sous forme d’un liquide visqueux

de couleur jaune. Lanalyse chimique permet de caractériser un mélange trés complexe de 90 composés
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dont seulement 53 composés ont été identifiés, soit 78,60 % de la composition totale de I'huile
essentielle (Tableau 9). Les données détaillées montrent que les sesquiterpénes oxygénés khusimol

(23,78 %), (E)-isovalencénol (6,79 %) et a-vétivone (3,84 %) (Figure 17) forment les constituants a plus

fortes teneurs.

’ ~-CH

Khusimol (E)-isovalencénol a-vétivone

Figure 17 Constituants majoritaires de I’huile essentielle de vétiver. L’huile est obtenue par hydrodistillation a partir des

racines.

Parmi les constituants jusqu’ici non répertoriés, on trouve de nombreux sesquiterpénes comme par

exemple les isomeéres a-vétispiréne et B-vétispiréne ou encore le khusimone (Tableau 9).
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Tableau 7 Composition chimique de I’huile essentielle C. citratus (feuilles) de La Réunion. Les résultats sont exprimés en

la moyenne du pourcentage de l'aire  erreur standard (n=9). Les composés majoritaires sont indiqués en gras.

No Nom Ki2 KIb Identification %
1 6-Méthyl-5-hepténe-2-one 988 985 Kl, MS 0,76 £ 0,25
2 Myrcéne 991 990 KI, MS 7,85+1,46
3 1,8-Cinéole 1031 1031 Kl, MS 0,04 £ 0,00
4 (2)-B-Ocimene 1039 1037 KI, MS 0,33 0,06
5 (E)-B-Ocimeéne 1050 1050 Kl, MS 0,22 +0,04
6 y-Terpinéne 1062 1059 Kl, MS 0,05 £ 0,00
7 Terpinoléne 1094 1088 Kl, MS 0,04 £ 0,00
8 6,7-Epoxymyrcene 1098 1092 Kl, MS 0,14 £ 0,04
9 Linalol 1100 1096 Kl, MS 0,70+0,10
10 Oxyde de (Z)-limonéne 1143 1136 KI, MS 0,08 £0,03
11 (2)-Verbénol 1148 1141 Kl, MS 1,34+0,17
12 Citronellal 1155 1153 KI, MS 0,60+0,14
13 Oxyde de B-pinéne 1161 1159 KI, MS 0,05+0,01
14 (2)-isocitral 1167 164 KI, MS 1,61+0,28
15 (E)-isocitral 1184 1180 KI, MS 2,68 +0,47
16 a-Terpinéol 1197 1188 KI, MS 0,08 +0,00
17 Citronellol 1233 1225 KI, MS 0,54 +0,11
18 (2)-Carvéol 1237 1229 KI, MS 0,07 £0,01
19 Néral 1249 1238 KI, MS 32,16 £ 0,69
20 Géraniol 1260 1252 KI, MS 3,29+0,31
21 Géranial 1279 1267 KI, MS 45,11 + 2,46
22 Formiate de néryle 1293 1282 KI, MS 0,03 +0,00
23 2-Undécanone 1343 1368¢ KI, MS 0,24 +0,15
24 Acétate de néryle 1379 1361 KI, MS 0,34 +0,22
25 Acétate de géranyle 1383 1381 KI, MS 0,49 £ 0,06
26 B-Eleméne 1414 1390 KI, MS 0,08 +0,00
27 Acide nérolique 1424 1423¢ KI, MS 0,05 +0,02
28 (E)-Caryophyllene 1427 1419 KI, MS 0,08 £0,01
29 o-(E)-Bergamoténe 1438 1434 KI, MS 0,05+0,01
30 a-Humuléne 1458 1454 Kl, MS 0,06 +0,00
31 y-Muuroléne 1493 1479 Kl 0,04 +0,00
32 Elémol 1557 1549 Kl, MS 0,26 £ 0,05
33 Oxyde de caryophyllene 1594 1583 KI, MS 0,08 + 0,02
34 T-Muurolol 1652 1642 Kl 0,04 +0,00
35 a-Cadinol 1665 1654 KI, MS 0,09 £ 0,02
36 Intermédeol 1673 1666 Kl, MS 0,12 £ 0,00
37 Eudesm-7(11)-en-4-ol 1709 1700 Kl, MS 0,04 10,00
Total identifié, % 99,84

?Indices de rétention de Kovats calculés grace aux n-alcanes C;-Cso sur une colonne non polaire Elite-5

®|ndices de rétention de Kovats sur colonne non polaire DB-5 d’aprés la littérature (Adams, 2004)
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Tableau 8 Composition chimique de I’huile essentielle de P. graveolens (feuilles) de La Réunion. Les résultats sont exprimés

en la moyenne du pourcentage de l'aire + erreur standard (n=9). Les composés majoritaires sont indiqués en gras.

No Nom KI2 KIb Identification %

1 ni 591

2 ni 600

3 a-Pinéne 939 939 Kl, MS 0,52 +0,01
4 B-Pinéne 978 979 Kl, MS 0,08 + 0,00

5 Myrcéne 994 990 Kl, MS 0,71 +0,05

6 Oxyde de déhydro-trans-linalol 997 993 Kl, MS 0,10 £ 0,00

7 a-Phellandréne 1008 1002 Kl, MS 0,09 +£0,01

8 p-Cymene 1030 1024 Kl, MS 0,36 £ 0,02

9 Limonene 1034 1029 Kl, MS 0,14 £ 0,03
10 B-phellandréne 1040 1029 Kl, MS 0,08 £0,01
11 (2)- B-Ocimene 1044 1037 Kl, MS 0,23+0,01
12 (E)- B-Ocimene 1054 1050 Kl, MS 0,35+0,02
13 Oxyde de (Z)-linalol 1080 1072 Kl, MS 0,35 +0,00
14 Oxyde de (E)- linalol 1095 1086 Kl, MS 0,19+0,01
15 Linalol 1107 1096 KlI, MS 10,79 £ 0,05
16 Hydrate de (E)-sabinéne 1111 1098 Kl, MS 0,08 £0,01
17 6-Méthyl-3,5-heptadiene-2-one 1114 1105 KI, MS 0,07 0,01
18 Oxyde de (Z)-Rose 1117 1108 KI, MS 0,54 + 0,01
19 Oxyde de (E)-Rose 1136 1125 Kl, MS 0,22 +0,01
20 Isobutanoate de (Z)-3-Hexényle 1152 1146 Kl, MS 0,07 £ 0,00
21 ni 1160 0,06 + 0,00
22 Menthone 1162 1152 Kl, MS 0,46 £ 0,03
23 Isomenthone 1174 1162 Kl, MS 7,06 £ 0,02
24 Terpinéne-4-ol 1186 1177 KI, MS 0,07 £0,01
25 p-cymene-8-ol 1189 1182 Kl, MS 0,16 £ 0,01
26 isomenthol 1191 1182 KI, MS 0,12 + 0,00
27 a-terpinéol 1198 1188 K, MS 0,83+ 0,05
28 Myrténol 1205 1195 Kl, MS 0,07

29 Citronellol 1241 1225 KI, MS 23,43+0,14
30 Néral 1251 1238 Kl, MS 0,60 + 0,00
31 Géraniol 1268 1252 KI, MS 16,85 + 0,05
32 (E)-Myrtanol 1273 1261 KI, MS 0,30+ 0,05
33 Géranial 1280 1267 Kl, MS 0,86 + 0,06
34 Formiate de citronellyle 1283 1273 Kl, MS 12,29 £ 0,05
35 Formiate de néryle 1288 1282 Kl, MS 0,16 £ 0,00
36 Formiate de géranyle 1309 1298 KlI, MS 4,72 + 0,04
37 a-Cubébene 1316 1351 Kl, MS 0,21 +0,00
38 Acétate de citronellyle 1359 1352 Kl, MS 0,28 £0,01
39 Propanoate de 2-Phényléthyle 1363 1354 Kl, MS 0,08 £ 0,01
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Tableau 8 (suite) Composition chimique de I'huile essentielle P. graveolens (feuilles) de La Réunion.

40 a-Ylangéne 1384 1375 Kl, MS 0,14 +0,01
41 a-Copaene 1390 1376 Kl, MS 0,40 £ 0,00
42 B-Bourbonéne 1394 1388 Kl, MS 0,46 £ 0,01
43 Isobutanoate de phényléthyle 1399 1393 Kl, MS 0,20 £ 0,00
44 ni 1404 0,08 £ 0,01
45 (E)-caryophylléne 1431 1419 KI, MS 0,84 £ 0,01
46 a-guaiéne 1449 1439 Kl, MS 0,58 £0,01
47 Guaia-6,9-diéne 1455 1444 KI, MS 3,54 £ 0,05
48 Propanoate de cytronellyle 1460 1446 KI, MS 0,30 0,01
49 a-humulene 1466 1454 KI, MS 0,21 £0,01
50 Allo-aromadendréne 1474 1460 Kl, MS 0,11 £0,01
51 Propanoate de géranyle 1481 1477 Kl, MS 1,16 £ 0,02
52 y-muuroléne 1487 1479 Kl, MS 0,08 £ 0,01
53 Germacrene 1492 1481 Kl, MS 0,60 +0,01
54 Isobutanoate de citronellol 1498 1483 KI, MS 0,11 0,00
55 a-selinéne 1511 1498 Kl, MS 0,09 +£0,01
56 a-muuroléne 1519 1500 Kl, MS 0,24 + 0,00
57 d-amorphene 1526 1512 Kl, MS 0,09 +0,00
58 Trans-calamenene 1534 1522 KI, MS 0,51 +0,00
59 Butanoate de citronellyle 1535 1531 Kl, MS 0,29 + 0,00
60 Furopelargone A 1554 1540 Kl, MS 0,28 +0,01
61 Butanoate de géranyle 1567 1564 KI, MS 1,18 + 0,01
62 Tiglate de 2-phényléthyle 1598 1585 Kl, MS 1,03 £0,01
63 ni 1608 0,20 £0,01
64 Isovalerate de géranyle 1614 1607 KI, MS 0,09 £ 0,00
65 Cubénol<1,10-di-epi-> 1629 1619 Kl, MS 0,09 + 0,01
66 10-épi-gamma-eudesmol 1632 1623 KI, MS 0,20+0,01
67 Valérate de citronellyle 1637 1625 Kl, MS 0,10 £ 0,00
68 ni 1645 0,07 £0,01
69 a-muurolol 1659 1646 0,27 £ 0,01
70 B-eudesmol 1663 1650 0,15+0,03
71 Valérate de géranyle 1673 1656 0,50 + 0,06
72 Tiglate de citronellyle 1689 1668 0,12 + 0,03
73 Tiglate de géranyle 1709 1696 1,30 £ 0,02
74 ni 1724 0,02 +0,00
75 ni 1761 0,07 £ 0,00
Total identifié, % 98,74

?Indices de rétention de Kovats calculés grace aux n-alcanes C;-Cso sur une colonne non polaire Elite-5

®|ndices de rétention de Kovats sur colonne non polaire DB-5 d’aprés la littérature (Adams, 2004)
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Tableau 9 Composition chimique de I'huile essentielle V. zizanioides (racines) de La Réunion. Les résultats sont exprimés

en la moyenne du pourcentage de l'aire + erreur standard (n=6). Les composés majoritaires sont indiqués en gras.

No Nom KI2 KIb Identification %

1 1,8-cinéole 1039 1031 Kl, MS 0,09
2 Linalol 1105 1096 Kl, MS 0,90
3 ni 1154 1146 Kl, MS 0,07
4 Menthone 1161 1153 Kl, MS 0,12
5 Isomenthone 1172 1164 Kl, MS 0,08
6 Bornéol 1178 1169 Kl, MS 0,05
7 Terpinéene-4-ol 1185 1177 Kl, MS 0,35
8 a-Terpinéol 1197 1189 KI, MS 0,42
9 Citronellol 1237 1229 Kl, MS 3,98
10 Géraniol 1263 1255 Kl, MS 0,52
11 ni 1357 1349 Kl, MS 0,09
12 ni 1362 1354 Kl, MS 0,10
13 a-Ylangéne 1375 1367 Kl, MS 0,11
14 o-copaéne 1378 1370 Kl, MS 0,82
15 Isoledéne 1389 1381 Kl, MS 0,08
16 B-cubébene 1392 1384 Kl, MS 0,11
17 7-épi-sesquithujéne 1400 1392 KI, MS 0,19
18 Acora-3,7(14)-diéne 1419 1411 Kl, MS 0,08
19 B-Funebrene 1424 1416 Kl, MS 0,17
20 2,5-dimethoxy-p-cyméne 1433 1425 Kl, MS 1,29
21 ni 1442 1434 Kl, MS 0,11
22 Prezizaéne 1460 1452 Kl, MS 0,79
23 Khusimene 1465 1457 Kl, MS 1,00
24 ni 1467 1459 Kl, MS 0,12
25 ni 1478 1470 Kl, MS 0,12
26 ni 1481 1473 Kl, MS 0,82
27 ni 1490 1482 Kl, MS 0,29
28 a-Amorphéne 1493 1485 Kl, MS 0,44
29 a-Vétispirene 1496 1488 Kl, MS 0,88
30 B-Vétispirene 1502 1494 Kl, MS 0,57
31 6-Sélinene 1511 1503 KI, MS 0,12
32 ni 1517 1509 Kl, MS 0,08
33 6-Amorphene 1521 1513 Kl, MS 0,10
34 Nootkatene 1525 1517 KI, MS 0,20
35 6-Cadinene 1535 1527 Kl, MS 0,31
36 y-Vétivéneéne 1542 1534 Kl, MS 0,17
37 ni 1551 1543 KI, MS 0,14
38 a-Calacoréne 1557 1549 Kl, MS 0,70
39 Elémol 1563 1555 KI, MS 0,58
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Tableau 9 (suite) Composition chimique de I'huile essentielle de V. zizanioides (racines) de La Réunion.

40
a1
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81

B-Vétivénene
Epi-longipinanol
B-calacorene

ni

ni

Oxyde de caryophylléne
Tiglate de 2-phényléthyle
Viridiflorol

ni

ni

Khusimone

ni

di-épi-1,10-Cubénol

ni

ni

Eremoligénol

Epoxyde de allo-Aromadendréne

Epi-a-muurolol
ni

ni

B-eudesmol

ni

ni

Epi-zizanone
Cadaléne
Khusinol
Zizanal

ni
8-cedrén-13-ol
(2)-5-hydroxy-calamenéne
ni
Vétisélinénol
ni

Khusimol

ni

ni

ni

ni

ni
(E)-Isovalencénol
Nootkatone

ni

1568
1577
1580
1583
1585
1589
1599
1607
1609
1615
1622
1627
1633
1637
1642
1650
1655
1657
1660
1664
1670
1676
1679
1685
1689
1695
1702
1710
1718
1729
1735
1745
1757
1771
1781
1789
1797
1800
1805
1814
1819
1827

1560
1569
1572
1575
1577
1581
1591
1599
1601
1607
1614
1619
1625
1629
1634
1640
1645
1647
1651
1654
1660
1666
1669
1675
1680
1685
1693
1700
1708
1719
1725
1735
1747
1762
1771
1779
1787
1791
1796
1804
1809
1817

Kl, MS
KI, MS
Kl, MS
Kl, MS
KI, MS
Kl, MS
KI, MS
KI, MS
Kl, MS
KI, MS
KI, MS
Kl, MS
KI, MS
Kl, MS
KI, MS
KI, MS
Kl, MS
KI, MS
Kl, MS
Kl, MS
KI, MS
Kl, MS
KI, MS
KI, MS
KI, MS
KI, MS
KI, MS
Kl, MS
KI, MS
Kl, MS
KI, MS
KI, MS
KI, MS
KI, MS
KI, MS
KI, MS
KI, MS
KI, MS
KI, MS
KI, MS
KI, MS
KI, MS

0,43
1,46
0,17
0,31
0,10
0,17
0,59
0,51
0,35
0,80
3,36
0,22
0,69
2,24
0,67
1,15
0,20
0,79
0,48
0,56
2,81
2,34
3,29
1,80
1,73
3,69
3,38
0,39
1,98
0,17
1,02
3,27
0,16
21,50
0,37
0,71
0,14
0,07
0,08
6,06
0,88
0,29
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Tableau 9 (suite) Composition chimique de I'huile essentielle de V. zizanioides (racines) de La Réunion.

82 B-Vétivone 1843 1833 Kl, MS 1,93
83 ni 1855 1846 Kl, MS 0,60
84 ni 1860 1850 Kl, MS 0,07
85 a-Vétivone 1870 1860 KI, MS 3,37
86 ni 1878 1868 Kl, MS 0,06
87 ni 1884 1874 Kl, MS 0,09
88 ni 1943 1934 Kl, MS 0,09
89 ni 1966 1956 Kl, MS 0,12
90 ni 2101 2092 Kl, MS 0,13
Total identifié % 78,60

2 Indices de rétention de Kovats calculés grace aux n-alcanes C7-Cso sur une colonne non polaire Elite-5

®|ndices de rétention de Kovats sur colonne non polaire DB-5 d’aprés la littérature (Adams, 2004)
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|| - Caractérisation biologique

Bien que les huiles essentielles soient des produits naturels, leur utilisation comme répulsif cutané
est désormais soumise a la réglementation européenne (Journal officiel de I’'Union européenne, 2012)
qui les répertorie dans les produits biocides et appelle a mieux caractériser leur toxicité pour 'Homme.
Le bénéfice des huiles essentielles comme solution anti-infectieuse impose qu’elles puissent étre
utilisées a des doses tolérables. Cette partie décrit ainsi le cadre structuré mis en place pour la
réévaluation biologique des trois huiles essentielles, dans le contexte d’une application cutanée

pouvant étre perturbé par une infection avec le virus Ross River.

La tolérance des huiles essentielles a été évaluée sur des cellules représentatives de celles qui sont
susceptibles d’étre rencontrées successivement lors de leur diffusion a travers la peau: HaCaT
(kératinocytes), SK-MEL28 (mélanocytes) et MRC-5 (fibroblastes). Pour disposer d’une méthode fiable
et déterminer des doses tolérables, les tests colorimétriques les plus courants (MTT, Cristal violet, bleu
de trypan) ont été utilisés. Pour étudier I'activité biologique des huiles et leur mécanisme d’action en
contexte infectieux, une lignée de cellules épithéliales (HEK293T) a été retenue pour sa meilleure

capacité a reproduire un contexte infectieux significatif par rapport aux lignées précédentes.
o e, /4
II.1 - Cytotoxicite
I.1.1 - Protocole optimisé pour les huiles essentielles

Les huiles essentielles sont constituées de composés organiques volatils dont I'impact sur des tests
miniaturisés de toxicité n’a jamais été évalué. En effet, la volatilité peut conduire a des contaminations
entre puits comme cela a été observé par ailleurs (Ciapetti et al., 1998) et par conséquent, a une courbe

dose-réponse non réguliere qui doit normalement permettre de déterminer des indicateurs de toxicité.

Les protocoles classiques des tests au MTT (Mosmann, 1983) qui mesure une activité
mitochondriale ou au cristal violet (CV) qui mesure directement des cellules vivantes (Saotome et al.,
1989) ont été appliqués sur la lignée HaCaT qui représente les cellules les plus abondantes dans la
couche superficielle de la peau (90 %). Les cellules ont été traitées avec une gamme classique de
concentrations (0,1 — 1000 pg/mL). La Figure 18A montre des différences significatives (de 42,5 a
56,3 %) entre les deux techniques a partir de la concentration 35 ug/mL. Lorsque les puits sont
simplement recouverts d’'un film adhésif, les résultats des deux tests deviennent nettement plus

comparables (Figure 18B). Ce protocole adapté a été alors retenu pour le reste de I'étude.
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Figure 18 Viabilité cellulaire (HaCaT) lors d’un traitement par I'huile essentielle de citronnelle. Traitement selon la procédure
conventionnelle (A) ou en utilisant des plaques recouvertes d’un film adhésif (B). Les valeurs sont exprimées en pourcentage
relatif avec I'erreur standard moyenne (n=3).

I1.1.2 - Comparaison des tests colorimétriques courants de cytotoxicité

En I'absence de norme particuliere pour déterminer la cytotoxicité des huiles essentielles, trois tests
colorimétriques couramment utilisés ont été comparés. Le test de réduction au MTT qui mesure
I'activité mitochondriale des cellules et le test au cristal violet qui détecte les cellules dont le matériel
génétique (ADN) n’est pas affecté sont des méthodes indirectes pour mesurer la viabilité cellulaire. Le
comptage direct au microscope en utilisant le bleu de trypan qui colore les cellules mortes s’effectue

dans des boites de Pétri séparées, ce qui doit normalement diminuer les risques de contaminations.

Avec le protocole adapté décrit précédemment, ces trois tests ont été appliqués sur les lignées
HaCaT (kératinocytes), SK-MEL28 (mélanocytes) et MRC-5 (fibroblastes) pour déterminer leur viabilité
cellulaire aprés traitement par différentes concentrations (0,1 — 1 mg/mL) de I'huile essentielle de

citronnelle. Les courbes dose-réponse obtenues sont reportées sur la Figure 19.
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Figure 19 Viabilité cellulaire lors d’un traitement par I'huile essentielle de citronnelle. Mesure par MTT, cristal violet et
bleu de trypan sur les lignées cellulaires HaCaT (A), SK-MEL28 (B) et MRC-5 (C). Les valeurs sont exprimées en pourcentage

relatif avec I'erreur standard moyenne (n=3).

On constate que les trois tests conduisent a des courbes de type sigmoide pour les trois lignées

cellulaires, ce qui traduit un effet dose-dépendant pour I'huile essentielle test. Les valeurs de CCso

correspondant a la concentration nécessaire pour avoir 50 % de mortalité cellulaire ont été

déterminées graphiquement (Tableau 10, Figure 19).

Pour une lignée donnée, les trois tests utilisés conduisent a des valeurs de CCso du méme ordre de

grandeur si on considere les intervalles d’incertitudes. Pour un test donné, I'ordre des valeurs de CCs

est identique pour les trois lignées. Sur I'exemple du test au MTT, on constate alors que la valeur plus

élevée pour HaCaT (CCso= 92,1 ug/mL) est suivie par celle de SK-MEL-28 (CCso = 47,9 pug/mL), la valeur

la plus faible étant observée pour la lignée MRC-5 (CCso= 40,5 pg/mL).
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Tableau 10 Valeurs CCso (ug/mL) lors d’un traitement par I'huile essentielle de citronnelle. Les cellules HaCaT, SK-MEL-28

et MRC-5 sont traitées pendant 24h. Les valeurs sont déterminées par les tests MTT, cristal violet et bleu de trypan. Les

données sont présentées comme les valeurs de CCsp (n=3) X erreur standard moyenne.

Cellules CCso (ug/mL) £ SEM

MTT Cristal violet Bleu de trypan
HaCaT 92,1+3,5 86,3+13,6 66,1+9,8
SK-MEL-28 47,9+9,8 38,6 £17,1 46,1+7,7
MRC-5 40,5+ 4,1 24,1+5,2 36,4 7,0

Le protocole adapté avec le test au MTT a été ensuite appliqué a une fraction oxygénée de I’huile
essentielle de citronnelle et les résultats ont été superposés avec ceux obtenus précédemment pour
I’huile totale (Figure 20). On constate des allures et des variations sensiblement identiques des courbes
dose-réponse. La valeur de CCsp déterminée graphiquement la fraction oxygénée

(CCso=131 £ 20,6 ug/ml) ne présente pas de différence significative avec celle qui a été déterminée

précédemment pour 'huile totale (CCso = 92,1 + 3,5 pg/mL).
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Figure 20 Viabilité cellulaire des cellules HaCaT lors d’un traitement par I’huile essentielle de citronnelle totale ou de sa

fraction oxygénée. Les valeurs sont mesurées par MTT apres 24 h de traitement.
. e ’ o o
II.2 - Activité antivirale

L'activité antivirale a été étudiée sur les trois huiles essentielles testées sans traitement particulier
et par plusieurs expériences qui devaient permettre d’obtenir un modéle adapté pour déterminer leur

mode d’action par rapport au cycle de vie du virus.
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I1.2.1 - Permissivité des lignées cellulaires au virus Ross River (RRV-T48)

La permissivité du virus Ross River (souche RRV-T48) a été d'abord étudiée sur plusieurs types
cellulaires afin de disposer d’'un modele ou les cellules sont suffisamment infectées. La lignée HaCaT
n‘a pas été envisagée, leur faible permissivité aux alphavirus ayant déja été démontrée par ailleurs
(Bernard et al., 2015). Les cellules ont été infectées a différentes valeurs de MOI (0,01 a 10) a 24 h et
48 h post-infection puis observées par immunofluorescence, ou le marquage des cellules avec un

anticorps dirigé contre la capside de I'alphavirus permet de visualiser les virions produits.

En rapport avec 'objectif de cette étude, la lignée SK-MEL-28 a été prioritairement considérée et
les résultats sont reportés sur la Figure 21. A 48 h post-infection, 100 % des cellules sont infectées pour
les valeurs de MOI 5 et 10. A 24 h post-infection, seulement 40 % des cellules sont infectées quelle que
soit la valeur de MOI. Cependant, on observe au microscope une forte activité cytopathique a 48 h

post-infection.
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Figure 21 Cellules SK-MEL28 infectées ou non par RRV-T48. L'infection est de 24 h a différentes valeurs de MOI (0,6 ; 1,2 ;
5; 10). Les cellules ont été marquées par un anticorps anti capside et les noyaux ont été marqués au DAPI (A). Les
pourcentages d’infection a 24 h et 48 h sont exprimés respectivement en (B) et (C). Les résultats sont représentatifs de 3

expériences indépendantes.

Des cellules fibroblastiques (HS633T) ont été ensuite testées sur la méme gamme de valeurs de

MOI et les résultats sont reportés sur la Figure 22. A 24 h post-infection, on constate que les cellules
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sont peu infectées post-infection pour un taux de 30% a la valeur maximale de MOI de 10 alors qu’elles

le sont toutes a 48 h post-infection dés une MOI de 1.
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Figure 22 Cellules HS633T infectées ou non par RRV-T48. Linfection est de 24 h a différentes valeurs de MOI (1; 5; 10).
Les cellules ont été marquées par un anticorps anti capside et les noyaux ont été marqués au DAPI. Les pourcentages
d’infection a 24 h et 48 h sont exprimés respectivement en (B) et (C). Les résultats sont représentatifs de 3 expériences
indépendantes.

Pour les cellules MRC-5 (fibroblastes) déja utilisées pour la toxicité des huiles essentielles, les
résultats sont reportés sur la Figure 23. A 24 h post-infection, les cellules sont infectées a la valeur
maximale de 80 % pour une valeur de MOI de 5. A 48 h post-infection, le pourcentage d’infection est
proche de 100 %, comme pour les deux autres types cellulaires précédemment étudiés. Cependant, on

observe au microscope une forte activité cytopathique du virus Ross River sur les cellules.
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Figure 23 Cellules MRC-5 infectées ou non par RRV-T48. Linfection est de 24 h a différentes valeurs de MOI (1; 5 ; 10).
Les cellules ont été marquées par un anticorps anti capside et les noyaux ont été marqués au DAPI. Les pourcentages
d’infection a 24 h et 48 h sont exprimés respectivement en B et C. Les résultats sont représentatifs de 3 expériences
indépendantes.

Les cellules SK-MEL28 et HS633T sont semi-permissives au virus Ross River a 24 h post-infection. De
méme, il a été montré que seules les cellules fibroblastes MRC-5 sont permissives au virus Ross River

a 24 h, mais a des MOls élevées.

[1.2.1 - Mise au point d’'un modeéle d’étude pour le suivi de la réplication virale

Pour suivre I'inhibition de la réplication virale, deux clones moléculaires construits a partir de la

souche RRV-T48 ont été sélectionnées.

Un géne rapporteur exprimant la GFP (VisGreen GFP) a été inséré dans le génome du virus sur ’ARN
subgénomique, au niveau des génes codant pour les protéines structurales et plus précisément au
niveau de la séquence codant pour les premiers acides aminés de la protéine E2. La production de virus
RRV-GFP est alors suivi avec la synthese de la protéine GFP, produite en méme temps que les protéines

structurales (Krejbich-Trotot et al., 2016).

Dans un essai préliminaire, des cellules épithéliales HEK293T ont été infectées par le clone RRV-GFP
pour trois valeurs de MOIs (2,5 ; 5 et 10) et la fluorescence a été mesurée au cours du temps (6 a 48 h).

Les résultats de la Figure 24A montrent une augmentation de la fluorescence pour atteindre sa valeur
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maximale a 36 h post-infection, quelle que soit la valeur de MOI. Au-dela de 36 h, la fluorescence
diminue en accord avec l'effet cytopathique observé précédemment sur les autres types de cellules
aprés 48 h d’infection. Pour vérifier la relation directe entre la fluorescence et la production du virus
RRV-GFP, des cellules Vero infectées pour une valeur de MOI de 1 ont été ensuite soumises a différentes
radiations ultra-violettes. La courbe de la Figure 24B montre que la fluorescence décroit avec
I'inactivation du virus. Les solutions inactivées ont été ensuite titrées par plage de lyse et pour le

traitement a 0,5 Joules, le titrage conduit a une valeur inférieure a 1 000 PFU/mL.
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Figure 24 Mesure de la fluorescence de cellules HEK293T infectées par RRV-GFP. Infection a différentes valeurs de MOl au
cours du temps (A) et de cellules Vero infectées par RRV-GFP a MOI 1, soumises a un traitement UV. La fluorescence est
mesurée 24 h post-infection (B). Les valeurs sont représentatives de deux expériences indépendantes.

La permissivité du clone RRV-GFP a été ensuite étudiée sur des cellules épithéliales HEK293T et des
fibroblastes MRC-5 infectées a différentes valeurs de MOls, par observation de la fluorescence au
microscope apres 24 ou 48 h. Les résultats sont exprimés en pourcentage de cellules GFP positives sur
la Figure 25. Pour les cellules MRC-5 et quelle que soit la valeur de MOI, le pourcentage de cellules
GFP positives ne dépasse jamais 50 % a 24 ou 48 h post-infection. Ce pourcentage est méme plus faible
que celui observé pour les cellules infectées par la souche sauvage RRV-T48 (Figure 23). Pour les cellules
HEK293T traitées dans les mémes conditions, on constate une augmentation des cellules GFP positives
en fonction de la valeur MOI a 24 ou 48 h post-infection, avec une valeur maximale pour une valeur de

MOI de 1 a 48 h post-infection.
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Figure 25 Cellules MRC-5 (A) et HEK293 (B) GFP positives apres infection par RRV-GFP a différentes MOl a 24 h et 48 h pi.

Un deuxieme clone moléculaire du virus RRV-T48 a été obtenu en introduisant un géne rapporteur

codant pour la Renilla luciférase au niveau de I’ARN génomique, dans la région des genes codant pour

les protéines non structurales nsP3 et nsP4 (Henrik Gad et al., 2012 ; Krejbich-Trotot et al., 2016).

Les cellules épithéliales A549 et HEK293T ont été ensuite infectées par le clone RRV-renLuc a

différentes valeurs de MOls (1 ; 5; 10) pendant 24 h et I'activité luciférase est mesurée au cours du

temps par bioluminescence. Les résultats de la Figure 26 montrent une augmentation de la

luminescence au cours du temps pour les cellules A549 et HEK293T, mais avec un signal plus faible pour

les cellules A549 (maximum 4000 unités arbitraires) que pour les cellules HEK293T (maximum 200 000

unités arbitraires). Pour les valeurs de MOl de 5 et 10,

luciférase sur les deux lignées cellulaires.
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Figure 26 Activité luciférase des cellules épithéliales A549 (A) et HEK293 (B) infectées par RRV-renLuc a différentes MOI

au cours du temps. Les valeurs sont représentatives de deux expériences indépendantes (hexaplicats).

L'activité luciférase du clone RRV-renLuc a été ensuite corrélée a la production de virions infectieux.
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Pour cela, les cellules HEK293T ont été infectées a la valeur de MOI de 2 pendant 48 h et les virions
infectieux ont été ensuite titrés dans le surnageant. Les résultats de la Figure 27A montrent que
I'activité luciférase est bien en rapport avec la production de virions infectieux. Pour la valeur maximale
de l'activité luciférase a 36 h post-infection, le titre déterminé du virus correspond a une valeur de
1,0 x 107 PFU/mL. La corrélation entre I'activité luciférase et la réplication du virus RRV-renLuc a été
établie a 24 h post-infection, comme précédemment par un traitement des cellules infectées avec des

radiations ultra-violettes (Figure 27B).
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Figure 27 Validation du clone moléculaire RRV-renLuc. Mesure de I'activité luciférase corrélée a la production de virions
infections lors de I'infection des cellules HEK293T par RRV-renLuc a MOI 2 au cours du temps (A) et de cellules Vero infectées
par RRV-renLuc a MOI 1, soumises a un traitement UV. La luminescence est mesurée 24 h post-infection (B). Les valeurs sont
représentatives de deux expériences indépendantes.

Les résultats précédents permettent de retenir les cellules HEK293T pour mesurer I'inhibition de la

réplication virale avec le virus RRV-renLuc.

1.2.2 - Effet cytoprotecteur des huiles essentielles

Au préalable, la tolérance des cellules HEK293T vis-a-vis des trois huiles essentielles a été d’abord
étudiée. Pour cela, la viabilité cellulaire a été mesurée a différentes concentrations (0,0001 — 1 mg/mL)
par le test au MTT. Les résultats sont consignés dans la Figure 28 avec les courbes qui ont permis de
déterminer graphiqguement les concentrations nécessaires pour avoir une mortalité cellulaire de 50 %

et de 10 % (respectivement CCso et CCio) qui sont reportées dans le Tableau 11.
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Figure 28 Détermination de la cytotoxicité des huiles essentielles sur les cellules HEK293T. La viabilité des cellules HEK293T
a été déterminée par le test au MTT avec un traitement par les huiles essentielles de citronnelle (A), géranium (B) et vétiver
(C). Les valeurs sont exprimées comme les pourcentages relatifs avec I'erreur standard moyenne (n=3).

Les concentrations déterminées pour I'huile essentielle de géranium (CCso> 1000 pug/mL et

CCio= 533 +199 pg/mL) sont largement supérieures a celles observées pour les deux autres huiles
essentielles. La valeur CCso=49,5 ug/mL la plus faible est observée pour I'huile essentielle de

citronnelle et cette valeur est proche de celles qui ont été déterminées précédemment avec les cellules

MRC-5 et SK-MEL28 (Tableau 10).

Tableau 11 Valeurs de cytotoxicité des huiles essentielles sur les cellules HEK293T

Huile essentielle

CCso (ug/mL) CCio(pg/mL)
Cymbopogon citratus (CC) 49.5 + 20.5 17.6+8.2
Pelargonium graveolens (PG) > 1000 533 +199
Vetiveria zizanioides (VZ) 169.9+72.2 29.4+13.5

La concentration CCyg, pour laquelle la viabilité cellulaire est supérieure a 90 %, a été retenue pour
tester chaque huile essentielle sur des cellules HEK293T infectées par la souche RRV-T48 (MOI de 2).

La viabilité cellulaire des cellules infectées avec ou sans traitement par I'huile essentielle a été

déterminée par le test au MTT.

La viabilité des cellules infectées et sans traitement par I'huile essentielle a d’abord été suivie au
cours du temps (0 a 48 h). Les résultats de la Figure 29A montre un effet cytopathique marqué au-dela
de 30 h post-infection alors que la viabilité cellulaire est encore a 80 % a 24 h post-infection. La viabilité

des cellules infectées et traitées simultanément par I’huile essentielle a été déterminée a 24,32 et 48 h

post-infection.

Comme le montrent les résultats de la Figure 29B, on observe des effets variables en fonction du
temps et de I'huile essentielle utilisée. A 24 h post-infection, seul le traitement des cellules infectées

par I'huile essentielle de géranium conduit a une viabilité cellulaire (95 %) significativement supérieure
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a celle des cellules infectées et non traitées (80 %) avec p < 0,05. A 32 h post-infection, I'écart pour
I'huile essentielle de géranium est encore plus important avec une viabilité des cellules infectées et
traitées a 70 % par rapport aux cellules de contrdle limitées a 40 % (p < 0,001). La différence devient
tout juste significative pour les cellules infectées et traitées par I'huile essentielle de citronnelle avec

une viabilité cellulaire de 50 % (p < 0,05). A 48 h post-infection, il n'y a pas de différence significative

pour les trois huiles.
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Figure 29 Viabilité des cellules HEK293T infectées par RRV-T48 (MOI de 2). Infection sans traitement par I'huile essentielle
(A) ; avec traitement par les huiles essentielles de citronnelle, géranium et vétiver a une concentration CCyp a 24,32 et 48 h
post-infection (B). Les contrdles consistent en les cellules non traitées par les huiles essentielles. Les résultats sont exprimés
en pourcentage de la moyenne avec l'erreur standard moyenne (n=3). Les valeurs statistiques sont obtenues a partir du test

ANOVA (* p < 0,05 ; ** p < 0,01 ; *** p < 0,001).

11.2.3 - Effet des huiles essentielles sur I'entrée du virus

Afin de vérifier 'effet des trois huiles essentielles étudiées sur I'entrée du virus, deux expériences
ont été réalisées. Linfectivité résiduelle d’une solution de virus RRV-T48 en contact avec les huiles
essentielles aux concentrations CCyo et 0,1 x CCyp a d’abord été titrée sur des virus (Figure 30A). Une
autre expérience consistait au traitement préalable des cellules par les huiles essentielles avant de
titrer le virus RRV-T48 sur ces cellules (Figure 30B). Quelles que soient les conditions utilisées pour
chacune des huiles essentielles testées, l'infectivité résiduelle n’est pas affectée de maniere
significative. Les deux types d’expériences ne conduisent pas a une différence significative des

infectivités résiduelles en contrdle qui sont de I'ordre de 1 x 10° et 1 x 107.
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Figure 30 Infectivité résiduelle de RRV-T48. Détermination par titrage par plage de lyse sur des cellules Vero infectées par
une solution de virus (1 x 105 PFU) préalablement incubée avec les huiles essentielles (A) et sur des cellules Vero prétraitées
par les huiles essentielles (B). Les contréles sont les cellules infectées par RRV-T48 sans traitement par I’huile essentielle. Les
valeurs sont exprimées en pourcentage de la moyenne avec l'erreur standard de la moyenne (n=3).

Pour confirmer les résultats précédents, 'ARN de la souche RRV-T48 incubé avec I'huile essentielle
a deux concentrations (CCy et 0,1 x CCyp) a été extrait et amplifié par PCR a partir d'amorces de génes
spécifiques des protéines nsP1 d'alphavirus. La révélation sur gel d’agarose (Figure 31) n'établit aucune

dégradation de I’ARN du virus par I'effet d’'une huile essentielle.

Infecté P.graveolens C.citratus V.zizanioides
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Figure 31 Produits de RT PCR déposés sur gel d’agarose. ARN extrait a partir de RRV-WT incubé pendant 1 h avec les huiles

essentielles de citronnelle, géranium et vétiver aux concentrations CCyp et 0,1 x CCy0. Amplification a partir d'amorces des
genes spécifiques d’alphavirus nsP1.

I.2.4 - Effet des huiles essentielles sur la réplication virale

Le clone moléculaire RRV-renLuc a été ensuite utilisé pour controler I'inhibition de la réplication
virale dans les cellules HEK293T. Trois approches qui différent par les séquences de contact entre les
cellules, le clone RRV-renLuc et I'huile essentielle ont été étudiées (Figure 32). En prétraitement, les

cellules sont préalablement mises en contact avec I'huile essentielle avant I'incubation du virus. Le
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co-traitement se rapporte a I'exposition simultanée des cellules a I’huile essentielle et au virus. Le post-

traitement consiste a introduire I’huile essentielle aprées I'adsorption virale.

Incubation
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—] Prétraitement
“] Co-traitement

2h el .
ah % Post-traitement
6h T

Figure 32 Chronologie des différents traitements par I’huile essentielle sur les cellules HEK293T infectées par RRV-renLuc.

Comme décrit précédemment, I'effet cytoprotecteur a été observé lors d’un co-traitement des
cellules HEK293T par la souche RRV-T48 et I'huile essentielle. Ce traitement a été reproduit pour
vérifier le systeme formé avec le clone moléculaire RRV-renLuc, avec un controle positif basé sur
I'activité inhibitrice de la chloroquine contre les alphavirus (Khan et al., 2010 ; Chopra et al., 2014). Le
suivi de I'activité luciférase est rapportée d’une part a la viabilité cellulaire des cellules co-traitées avec
la souche RRV-T48 et la chloroquine (20 pg/mL) ou une huile essentielle a la concentration CCyo et
d’autre part, au titrage des virions infectieux résiduels. Les résultats de chaque type d’expérience apres

24 h post-infection sont consignés sur la Figure 33.

Pour I’huile essentielle de citronnelle, on observe que son effet cytoprotecteur significatif contre la
souche RRV-T48 avec une viabilité cellulaire de 80 % (p < 0,01) se traduit sur le systéme composé avec
le clone RRV-renLuc, par une réduction modérée de I'activité luciférase (55 %, p < 0,001) et I'infectivité
résiduelle (53 %, p < 0,05) par rapport a la chloroquine. Pour I’huile essentielle de géranium, la viabilité
cellulaire bien maintenue (92 %, p < 0,001) contre la souche RRV-T48 s’accompagne dans le cas du
clone RRV-renLuc d’une réduction significative de I'activité luciférase (34 %, p < 0,01) et de l'infectivité
résiduelle (13 %) par rapport a la chloroquine. Pour I'huile essentielle de vétiver, la viabilité tout juste
significative par rapport au contréle (86 %, p < 0,05) avec la souche RRV-T48 ne se traduit pas par un

effet notable contre le clone RRV-renLuc.
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Figure 33 Activité antivirale de la chloroquine et des huiles essentielles de citronnelle, géranium et vétiver sur le virus Ross
River. Viabilité des cellules HEK293T infectées par RRV-T48 (MOI de 2) et traitées par la chloroquine a une concentration de
20 pg/mL et des huiles essentielles de citronnelle, géranium et vétiver a la concentration CCio a 24 h post-infection (A).
Inhibition de la réplication de RRV-renLuc (MOl de 2) lors d’un co-traitement par la chloroquine a une concentration 20 pg/mL
ou par les huiles essentielles de citronnelle, géranium et vétiver a la concentration CCyo(B). Titrage de la production virale par
titrage par plages de lyse sur des cellules Vero (C). Les contréles sont les cellules infectées par RRV mais sans traitement par
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la chloroquine ou les huiles essentielles. Les valeurs sont exprimées en pourcentage relatifs avec I'erreur standard moyenne
(n=3). Les valeurs statistiques sont obtenues a partir du test ANOVA (* p < 0,05 ; ** p<0,01; *** p < 0,001).

Pour les deux autres scénarios (prétraitement et post-traitement), les expériences ont été réduites
au clone moléculaire RRV-renLuc et les résultats combinés a ceux du co-traitement sont consignés dans

la Figure 34.

Pour I'huile essentielle de citronnelle, le co-traitement conduit aux valeurs minimales de l'activité
luciférase (55 %, p < 0,01) et du titre du virus (53 %, p < 0,001). Pour I'huile essentielle de géranium, le
co-traitement conduit a des valeurs encore plus remarquables de 34 % (p <0,001) pour l'activité
luciférase et de 13 % (p < 0,01) pour l'infectivité résiduelle et cette derniére est également réduite de
maniére encore plus importante (inférieure a 20 %) en post-traitement a 4 h. Pour I'huile essentielle

de vétiver, aucune variation significative des deux indicateurs n'a été observée.
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Figure 34 Inhibition de la réplication de RRV-renLuc (MOl de 2) selon différents traitements par I’huile essentielle. Mesure

par l'activité luciférase (A) ou I'infectivité résiduelle sur des cellules Vero (B). Les contrdles sont les cellules infectées par RRV-
renLuc sans traitement par les huiles essentielles. Les valeurs sont exprimées en pourcentage relatifs avec I'erreur standard

moyenne (n=3). Les valeurs statistiques sont obtenues a partir du test ANOVA (* p<0,05; ** p<0,01; *** p <0,001).
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Les capacités de la fraction oxygénée de I'huile essentielle de géranium ont été ensuite évaluées sur
les cellules HEK293T infectées avec le clone RRV-renLuc, par les différents scénarios dont les résultats
sont consignés sur la Figure 35. En comparaison avec les résultats de I'huile totale (Figure 34B), on
constate des différences peu significatives avec la fraction enrichie en composés oxygénés. Pour cette
derniére, son application en co-traitement conduit a la valeur minimale de I'activité luciférase (26 % ;

p < 0,01) et une production de virions inférieure a 20 % (p < 0,001).
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Figure 35 Inhibition de la réplication de RRV-renLuc (MOI de 2) par la fraction oxygénée de I’huile essentielle de géranium.
Mesure de I'activité luciférase (A) ou l'infectivité résiduelle sur des cellules Vero (B). Les contrdles sont les cellules infectées
par RRV-renLuc sans traitement par la fraction oxygénée. Les valeurs sont exprimées en pourcentage relatifs avec 'erreur
standard moyenne (n=3).

1.3 - Activité immuno-modulatoire

I1.3.1 - Quantification des cytokines pro-inflammatoires et expression de leurs génes

La réponse inflammatoire des cellules HEK293T a été étudiée apres un co-traitement avec chaque

huile essentielle et le clone RRV-renLuc.

La production des principales cytokines pro-inflammatoires a été quantifiée par qPCR a 24 h post-
infection. Les résultats de I'expression des genes sont consignés dans la Figure 36. Le géne
correspondant a l'interleukine-6 (IL-6) est exprimé de maniére significative en présence du virus Ross

River et cette expression est réduite par le traitement de chaque huile (3000 fois).

L'expression relative des génes codant pour les cytokines IL-8, MCP-1 et ISG15 est faible lorsque les
cellules sont infectées par le virus. Dans une moindre mesure, les huiles essentielles de géranium,

citronnelle et vétiver diminuent I'expression des génes ISG54 et ISG56.
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Figure 36 Expression relative des génes codant pour les cytokines pro-inflammatoires. Infection 24 h par RRV-renLuc sur
les cellules HEK293T. L'expression des cytokines IL-6, IL-8, MCP-1, ISG15, ISG54 et ISG56 a été quantifiée par qPCR. Les résultats
sont normalisés par rapport aux cellules non-infectées et a la GAPDH en utilisant la méthode AACt.

La présence de la cytokine IL-6 soluble a été ensuite déterminée puis quantifiée par ELISA a 8 et
24 h post-infection a partir du surnageant des cellules HEK293T infectées avec le clone RRV-renLuc. La

cytokine TNF-a a été utilisée comme controle positif. Les résultats sont reportés en Figure 37.
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Figure 37 Production d’IL-6 dans les cellules HEK293T lors de I'infection par RRV-renLuc a 8 et 24 h post-infection. La
sécrétion des cytokines IL-6 a été mesurée grace au kit ELISA. Comme contréle positif, les cellules ont été incubées avec
10 ng/mL de TNF-a. Les résultats sont présentés comme la moyenne et I'erreur standard a la moyenne de trois expériences
indépendantes réalisées en triplicata.
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La cytokine IL-6 a été détectée a une concentration de 25 pg/mL lorsque les cellules HEK293T sont
infectées par RRV-renLuc dés 8 h post-infection. On constate que les cellules infectées et traitées par
les huiles essentielles relarguent une faible quantité de cette cytokine (inférieure a 5 pg/mL) a 8 ou
24 h post-infection. La sécrétion d’IL-6 est induite plus faiblement par TNF-a que par le virus Ross River.
Cependant, la sécrétion d’'IL-6 est diminuée par les trois huiles essentielles, qu’elle soit induite par

TNF-a ou le virus Ross River.

I1.3.2 - Investigation des voies de I'inflammation impliquées lors d’une infection au RRV

Afin de déterminer les voies impliquées dans le processus inflammatoire, les cellules HEK Blue™
NF-kB ont été utilisées pour évaluer la sécrétion de NF-kB. Ces cellules possedent un gene rapporteur
de la phosphatase alcaline secrétée (SEAP), sous le contréle du promoteur minimal d’'IFN-B, fusionné a
cinqg sites de liaisons des facteurs de transcription NF-kB et AP-1 (Protéine activatrice 1). Les cellules
HEK Blue™ NF-kB sont traitées par les huiles essentielles et infectées par RRV-renLuc ou traitées par le

facteur de nécrose TNF-a (Figure 38).
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Figure 38 Voie de signalisation NF-kB lors de I'infection des cellules HEK Blue™ NF-kB par RRV-renLuc. Quantification de
la sécrétion de SEAP induite par NF-kB en réponse a TNF-a (A) et a I'infection par RRV-renLuc (B). Les cellules HEK Blue™ NF-kB
sont co-traitées par TNF-a ou RRV- renLuc et les huiles essentielles géranium, citronnelle et vétiver. Quantification de la
phosphatase alcaline incubée avec les huiles essentielles citronnelle, géranium et vétiver (C). L'activité extracellulaire de la
phosphatase alcaline (SEAP) est mesurée en utilisant le réactif Quanti-blue.

On constate qu’il n’y a pas d’effet des huiles essentielles de géranium, citronnelle et vétiver sur la
sécrétion de NF-kB induite par TNF-a (Figure 38A). De plus, il n’y a pas de sécrétion de NF-kB lors d’une
infection par le virus RRV-renLuc (Figure 38B). Une approche similaire (non présentée) a été menée sur
des cellules HEK Blue ™ IFN-a/B, possédant le géne rapporteur de la SEAP sous le contréle du
promoteur de I'ISG54, géne inductible par les interférons de type 1. Les résultats obtenus montrent
aussi une absence de sécrétion d’interféron. Par ailleurs, les huiles essentielles n’interagissent pas avec

la phosphatase alcaline, ce qui permet d’utiliser le systeme des cellules HEK Blue ™ (Figure 38C).
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PARTIE 3 : Discussion
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Dans la prévention des arboviroses chez I'Homme, les répulsifs cutanés conservent leur intérét dans
la stratégie de protection individuelle qui consiste a réduire le risque de transmission d’'un agent
pathogene par les vecteurs compétents. Les nouvelles exigences sanitaires et environnementales ont
conduit a un regain d’intérét pour les produits naturels. Toutefois, ces derniers ne sont pas exempts de
toxicité chez 'Homme et de nouvelles formulations ont été développées pour réduire leur diffusion
percutanée et limiter ainsi les effets indésirables locaux et systémiques. Parmi les produits naturels les
plus utilisés comme répulsifs cutanés ou non, les huiles essentielles occupent une place culturellement
importante par leurs multiples vertus et leurs propriétés organoleptiques. La disponibilité et
I'exploitation directe du matériel végétal dans les zones a haut risque épidémique constituent des
avantages indéniables. Jusqu’ici, le traitement de la peau avec ces huiles essentielles n‘a pas été
envisagé ou reconnu comme moyen de limiter une infection encore localisée lorsque la transmission

de l'agent pathogene na pu étre évitée.

Les huiles essentielles de citronnelle, de géranium et de vétiver recouvrent une importance
économique a La Réunion. Elles générent une activité pour des coopératives agricoles mais qui reste
encore limitée a la production de matiéres premieres pour la parfumerie ou la cosmétique, a leur
utilisation comme additifs agro-alimentaires ou encore pour des indications particulieres depuis les
origines de la médecine traditionnelle jusqu’a la phytothérapie moderne. Dans cette étude, les
propriétés anti-infectieuses de ces trois huiles essentielles répulsives ont été évaluées in vitro contre
I'infection par un alphavirus. Le virus Ross River a été choisi comme modele d’étude pour son
épidémiologie particuliere dans la zone Ouest de I'océan Indien, sa transmission facilitée par les
multiples combinaisons d’hétes et de vecteurs, I'absence de solutions vaccinales ou antivirales et par

sa manipulation expérimentale faiblement contrainte en laboratoire.
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| - Rendement des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont généralement obtenues avec de faibles rendements (< 1 %) calculés par
rapport a la masse seéche du matériel végétal. Le rendement dépend de plusieurs facteurs, comme la
méthode de récolte, la fréquence de la moisson, la taille des plantes a la récolte, la saison et les
conditions climatiques lors de la récolte, mais aussi les parametres lors de la distillation (temps,

pression, température) (Singh et al., 1999 ; Flamini et al., 2013).

Les huiles essentielles produites dans cette étude ont été obtenues par hydrodistillation avec des
rendements de 0,2 ou 0,3 %. Avec la méme technique, des rendements plus élevés, de l'ordre de 0,7 %,
ont été reportés pour I'huile essentielle de citronnelle du Bénin ou d’Afrique du Sud alors que
I'extraction assistée par micro-ondes n’apporte pas d'amélioration significative (Kpoviessi et al., 2014
; Ajayi et al., 2016). Pour I'huile essentielle de géranium, le rendement est comparable a celle originaire
d’Algérie obtenue a 0,15 % (Boukhatem et al., 2013b) et dans la gamme observée (0,1 a 0,7 %) pour la
plante cultivée en Europe de I'Est (Cavar and Maksimovi¢, 2012). Pour le vétiver dont le rendement
peut s’élever jusqu’a 9,61 % (Adams et al., 2003), celui obtenu dans cette étude est comparable aux
données reportées pour les cultures du nord de I'Inde (0,28 %) mais plus faible que celles relatives au
sud de I'Inde (2,37 %) (Chahal et al., 2015). Lextraction de I'huile essentielle de vétiver au fluide
supercritique (dioxyde de carbone) permet d’obtenir un rendement plus important (3,2 %) mais cette

technique modifie sensiblement la composition de I’huile essentielle (Martinez et al., 2004).

Les techniques modernes d’extraction (fluide supercritique, micro-ondes) se distinguent surtout par
des économies de temps et d’énergie et par l'obtention d’un extrait volatil différent de I'huile
essentielle (Martinez et al., 2004). Uhydrodistillation, qui reste la technique la plus courante, conserve

un intérét pour une production locale et une qualité sensiblement reproductible.
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Il - Profil chimique des huiles essentielles

La composition chimique d’une huile essentielle peut varier, comme pour le rendement, avec les
caractéristiques propres du matériel végétal et la technique d’extraction. Dans un controle
qualité, I'analyse chimique d’une huile essentielle consiste généralement a caractériser un chémotype
qui retrace un profil particulier. Les analyses de routine s’appuient sur les techniques
chromatographiques en phase gazeuse couplée a un spectrometre de masse (GC-MS) dont la
résolution et |a fiabilité restent limitées. Dans le cadre de cette étude, la caractérisation des trois huiles
essentielles s’est appuyée sur une analyse quantitative par GC-FID et une identification plus importante
des constituants du mélange complexe avec la technologie GCxGC-TOFMS utilisée en mode

monodimensionnel.

Ainsi, la composition chimique de I'huile essentielle de citronnelle a été établie avec I'identification
de 37 composés (99,4 % de la composition totale) alors que les derniéres données les plus récentes de
la littérature avec une analyse classique font état de 19 (95,2 % de la composition totale), 23 (95,1 %
de la composition totale) ou 29 (98,1 % de la composition totale) composés (Bossou et al., 2013 ;
Machado et al., 2012 ; Kpoviessi et al., 2014) (Tableau 12). Pour I'huile essentielle de géranium,
67 composés (98,74 % de la composition totale) ont été identifiés contre 45 (94,2 % de la composition
totale) ou 59 (92,3% de la composition totale) composés avec l'analyse classique par GC-MS
(Boukhatem et al., 2013b ; Cavar and Maksimovi¢, 2012) (Tableau 13). Pour I'huile essentielle de
vétiver, 53 constituants (78,60 % de la composition totale) ont été identifiés contre 25 composés en
GC-MS pour une huile essentielle de Taiwan (Chou et al., 2012) ou 29 composés en GC-FID pour une
huile essentielle extraite des cultures en Inde (Chahal et al.,, 2015). Des données cumulées de
spectroscopie de RMN établissent un mélange de 155 constituants avec une forte proportion de

sesquiterpénes (Weyerstahl et al., 2000) (Tableau 14).

Le chémotype d’une huile essentielle est généralement associé a des composés majoritaires et
détermine son activité biologique (Kushwaha et al., 2012). La résolution plus importante de la
technologie TOF MS a permis ainsi d’établir les caractéristiques propres des trois huiles essentielles
étudiées. Les composés majoritaires identifiés dans les huiles essentielles de cette étude sont reportés

sur la Figure 39.
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Figure 39. Composés monoterpénes et sesquiterpénes majoritaires dans les huiles essentielles de citronnelle, géranium

et vétiver.

Pour I'huile essentielle de citronnelle, la composition riche en monoterpénes oxygénés (90,16 %
avec le géranial, le néral et le géraniol) associé a un monoterpéne hydrocarboné (8,49 % de myrcene)
est conforme aux données de la littérature pour les mélanges originaires d’Afrique ou d’Amérique du
Sud (Machado et al., 2012 ; Bossou et al., 2013 ; Menut et al., 2000 ; Koba et al., 2008 ; Sacchetti et al.,
2005 ; Blanco et al., 2009 ; Kpoviessi et al., 2014) et se distingue de I'huile essentielle du Brésil moins
riche en monoterpénes oxygénés (78,6 %) mais qui présente davantage de monoterpénes

hydrocarbonés (15,5 %) (Sacchetti et al., 2005) (Tableau 12).

L'huile essentielle de géranium se compose majoritairement de monoterpénes (81,17 %) associés
avec une quantité significative de sesquiterpénes hydrocarbonés (8,21 %), pour une composition
comparable a celle de I'huile d’Algérie (Boukhatem et al.,,2013b). Les monoterpénes oxygénés
citronellol (23,43 %), géraniol (16,85 %) et formiate de citronellyle (12,29 %) conduisent a une
composition similaire a celle de I’huile essentielle d’Algérie, de Serbie ou de la Tunisie (Boukhatem et
al., 2013b; Dzamic et al., 2013 ; Boukhris et al., 2013) (Tableau 13). Ainsi, I'huile essentielle de géranium
de cette étude est représentative du chémotype « citronellol ». Ce dernier est caractérisé avec des
traces de 10-epi-gamma-eudesmol et une quantité significative en formiate de citronellyle et en

guaia-6,9-diene, ces proportions étant inversées avec le chémotype Bourbon (Boukhatem et al.,,
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2013b). Pour cette étude, I'huile essentielle de géranium se distingue de I'huile essentielle de
citronnelle par une composition moins riche en monoterpenes oxygénés (81,17 %) et une présence

significative de sesquiterpénes oxygénés (8,21 %).

Pour I'huile essentielle de vétiver, le sesquiterpéne oxygéné khusimol a été identifié comme
composé majoritaire (21,50 %) comme pour une huile essentielle caractérisée en Inde (Chahal et al.,
2015) (Tableau 14). Cette composition riche en alcools se retrouve dans d’autres huiles essentielles

(chémotypes Bourbon, Brésil, Haiti) (Martinez et al., 2004).

Dans cette étude, les trois huiles essentielles ont été choisies pour leur activité répulsive qui
s’accorde donc de leurs compositions chimiques plus ou moins différentes avec comme composés
d’intérét les terpénes oxygénés (Nerio et al., 2010). Ce constat traduit une diversité structurale dans
les huiles essentielles applicable a une diversité des vecteurs mais avec des mécanismes complexes et
encore peu résolus qui ne permettent pas d'établir des compositions privilégiées. De la méme maniere,

il N’y avait aucune donnée sur un spectre de composés naturels applicable au virus Ross River.
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Tableau 12 Composition chimique de I’huile essentielle de C. citratus (feuilles) de la Réunion. Les résultats sont exprimés

en la moyenne du pourcentage de l'aire + erreur standard (n=9). Les composés majoritaires sont indiqués en gras.

No Nom GC-FID GC-FID GC-MS GC-FID
GC-TOF MS (%) (Machado et  (Bossou et al., (Kpoviessi
al., 2012) 2013) etal., 2014)
1 6-Méthyl-5-heptén-2-one 0,76 +0,25 0,6
2 Myrcéne 7,85+1,46 11,5 124
3 1,8-Cinéole 0,04 + 0,00
4 (2)-B-Ocimene 0,33 £0,06 0,4 03 04
5 (E)-B-Ocimene 0,22 +0,04 03 0,2 0.2
6 y-Terpinene 0,05 + 0,00
7 Terpinoléne 0,04 0,00 0.2
8 6,7-Epoxymyrcene 0,14 + 0,04 0,2 0,2
9 Linalol 0,70 0,10 08 11 0,9
10 Oxyde de (Z)-limonéne 0,08 £0,03
11 (2)-Verbénol 1,34+0,17
12 Citronellal 0,60 +0,14 01 01 04
13 Oxyde de B-pinéne 0,05 +0,01
14 (2)-isocitral 1,61+0,28
15 (E)-isocitral 2,68 0,47
16 a-Terpinéol 0,08 + 0,00
17 Citronellol 0,54 0,11 0,4
18 (Z)-Carvéol 0,07 £0,01
19 Néral 32,16 £ 0,69 32,5 331 355
20 Géraniol 3,20+ 0,31 13 1,0 4,3
21 Géranial 45,11+ 2,46 45,7 44,3 39,5
22 Formiate de néryle 0,03 +0,00
23 2-Undécanone 0,24 +0,15 01 0.1 01
24 Acétate de néryle 0,34+0,22
25 Acétate de géranyle 0,49 £ 0,06 08 08 10
26 B-Eleméne 0,08 + 0,00
27 Acide nérolique 0,05 + 0,02 01
28 (E)-Caryophylléne 0,08 + 0,01 01 01 0,2
29 o-(E)-Bergamoténe 0,05 + 0,01 traces 01
30 a-Humuléne 0,06 + 0,00
31 y-Muuroléene 0,04 + 0,00
32 Elémol 0,26 + 0,05
33 Oxyde de caryophylléne 0,08 £0,02 01 01
34 t-Muurolol 0,04 + 0,00
35 a-Cadinol 0,09 + 0,02
36 Intermédeol 0,12 +0,00
37 Eudesm-7(11)-en-4-ol 0,04 + 0,00 01
Total identifié 99,84
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Tableau 12 (suite) Composition chimique de I’huile essentielle de C. citratus (feuilles) de la Réunion.

Monoterpénes oxygénés 90,16
Monoterpenes hydrocarbonés 8,49
Monoterpénes 98,65
Sesquiterpénes oxygénés 0,67
Sesquiterpénes hydrocarbonés 0,55
Sesquiterpénes 1,22

2|Indices de rétention de Kovats calculés grace aux n-alcanes C;-Cso sur une colonne non polaire Elite-5

®|ndices de rétention de Kovats sur colonne non polaire DB-5 d’aprés la littérature (Adams, 2004)
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Tableau 13 Composition chimique de I'huile essentielle de P. graveolens (feuilles) de La Réunion. Les résultats sont

exprimés en la moyenne du pourcentage de l'aire  erreur standard (n=9). Les composés majoritaires sont indiqués en gras.

No Nom GC-FID IGC-MS GC-MS
GC-TOFMS (%) (Cavar and (Boukhatem et
Maksimovi¢, al., 2013b)
2012)
1 a-Pinéne 0,52 +0,01 01
2 B-Pinéne 0,08 + 0,00
3 Myrcene 0,71+ 0,05
4 Oxyde de déhydro-trans-linalol 0,10 + 0,00
5 a-Phellandréne 0,09 +0,01 traces
6 p-Cyméne 0,36 +0,02 0.2
7 Limonéne 0,14 + 0,03
8 B-phellandréne 0,08 +0,01
9 (2)- B-Ocimene 0,23 +0,01
10 (E)- B-Ocimene 0,35+0,02
11 Oxyde de (2)-linalol 0,35 0,00 0.1
12 Oxyde de (E)- linalol 0,19 + 0,01 01
13 Linalol 10,79 £ 0,05 3,6 32
14 (E)-sabinéne hydrate 0,08 +£0,01
15 6-Méthyl-3,5-heptadiéne-2-one 0,07 £0,01
16 Oxyde de (Z)-Rose 0,54 + 0,01 01 13
17 Oxyde de (E)-Rose 0,22+ 0,01 01 2,2
18 Isobutanoate de (Z)-3-Hexényle 0,07 £ 0,00
19 Menthone 0,46 £ 0,03 >2 36
20 Isomenthone 7,06 £ 0,02 41
21 Terpinéne-4-ol 0,07 £ 0,01
22 p-cymene-8-ol 0,16 £ 0,01
23 isomenthol 0,12 + 0,00
24 o-terpinéol 0,83 £ 0,05 0.2 0.2
25 Myrténol 0,07
26 Citronellol 23,43 +0,14 19,0 30,2
27 Néral 0,60 £ 0,00 03
28 Géraniol 16,85 + 0,05 27,5 76
29 (E)-Myrtanol 0,30 + 0,05
30 Géranial 0,86 £ 0,06 26
31 Formiate de citronellyle 12,29 £ 0,05 9,3
32 Formiate de néryle 0,16 + 0,00
33 Formiate de géranyle 4,72 + 0,04 01 1,5
34 a-Cubébene 0,21 +0,00 0.2
35 Acétate de citronellyle 0,28 +0,01 04
36 Propanoate de 2-Phényléthyle 0,08 + 0,01
37 a-Ylangéne 0,14 £ 0,01 0.3
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Tableau 13 (suite) Composition chimique de I’huile essentielle de P. graveolens (feuilles) de La Réunion.

38 a-Copaene 0,40 £ 0,00 0,5 0,5

39 B-Bourbonéne 0,46 £ 0,01 0,1 1,3

40 Isobutanoate de phényléthyle 0,20 £ 0,00 0,5

41 (E)-caryophylléne 0,84 £0,01 1,2 0,6

42 a-guaiéne 0,58 £ 0,01 0,5 0,1

43 Guaia-6,9-diéne 3,54 £ 0,05 4,6 5,4

44 Propanoate de cytronellyle 0,30+0,01 1,0

45 a-humuléne 0,21 +0,01 0,3

46 Allo-aromadendréne 0,11 +0,01 0,5

47 Propanoate de géranyle 1,16 £ 0,02 1,6

48 y-muuroléne 0,08 £ 0,01

49 Germacréne 0,60 +£0,01 0,1 1,5

50 Isobutanoate de citronellol 0,11 0,00

51 a-selinéne 0,09 + 0,01 0,3

52 a-muuroléne 0,24 + 0,00 0,1

53 6-amorphene 0,09 + 0,00 0,5 1,5

54 Trans-calamenéne 0,51 + 0,00 0,5

55 Butanoate de citronellyle 0,29 + 0,00 1,5

56 Furopelargone A 0,28 +0,01

57 Butanoate de géranyle 1,18 £ 0,01 0,7 1,1

58 Tiglate de 2-phényléthyle 1,03+0,01 2,3 2,3

59 Isovalerate de géranyle 0,09 + 0,00 0,5

60 Cubénol<1,10-di-epi-> 0,09 +£0,01 0,2

61 10-épi-gamma-eudesmol 0,20+0,01 5,0 0,8

62 Valérate de citronellyle 0,10 £ 0,00 1,4

63 a-muurolol 0,27 £0,01 1,0

64 B-eudesmol 0,15+0,03 0,4

65 Valérate de géranyle 0,50 + 0,06 0,4 0,2

66 Tiglate de citronellyle 0,12 £0,03 0,5 0,5

67 Tiglate de géranyle 1,30+ 0,02 3,9 2,0
Total identifié 98,74

Monoterpénes oxygénés 81,17

Monoterpenes hydrocarbonés 2,56

Monoterpénes 83,73

Sesquiterpénes oxygénés 3,1

Sesquiterpénes hydrocarbonés 8,21

Sesquiterpénes 11,31

?Indices de rétention de Kovats calculés grace aux n-alcanes C;-Cso sur une colonne non polaire Elite-5

®|ndices de rétention de Kovats sur colonne non polaire DB-5 d’aprés la littérature (Adams, 2004)
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Tableau 14 Composition chimique de I'huile essentielle de V. zizanioides (racines) de la Réunion. Les résultats sont

exprimés en la moyenne du pourcentage de l'aire + erreur standard (n=6). Les composés majoritaires sont indiqués en gras.

No Nom % GC-MS | GC-MS I GC-MS Il

(Chou et al., (Mallavarapu  (Mallavarapu
2012) et al.,, 2012) etal., 2012)

1 1,8-cinéole 0,09

2 Linalol 0,90

3 Menthone 0,12

4 Isomenthone 0,08

5 Bornéol 0,05

6 Terpinéne-4-ol 0,35

7 a-Terpinéol 0,42

8 Citronellol 3,98

9 Géraniol 0,52

10 a-Ylangene 0,11

11 a-copaéne 0,82

12 Isoledéne 0,08

13 B-cubébene 0,11

14 7-epi-sesquithujene 0,19

15 Acora-3,7(14)-diéne 0,08

16 B-Funebrene 0,17

17 2,5-dimethoxy-p-cymeéne 1,29

18 Prezizaéne 0,79

19 Khusimeéne 1,00 0,66 1,59

20 a-Amorphene 0,44 7,80 0,22 1,68

21 a-Vétispirene 0,88

22 B-Vétispirene 0,57

23 6-Sélinene 0,12

24 6-Amorphene 0,10

25 Nootkatene 0,20

26 86-Cadinéne 0,31 2,57

27 y-Vétivénene 0,17

28 a-Calacorene 0,70

29 Elémol 0,58

30 B-Vétivénene 0,43

31 Epi-longipinanol 1,46

32 B-calacoréne 0,17

33 Oxyde de caryophyllene 0,17 0,28

34 Tiglate de 2-phényléthyle 0,59

35 Viridiflorol 0,51

36 Khusimone 3,36

37 di-épi-1,10-Cubénol 0,69
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Tableau 14 (suite) Composition chimique de I’huile essentielle de V. zizanioides (racines) de la Réunion.

38 Eremoligénol 1,15

39 Epoxyde de allo-Aromadendrene 0,20 0,83

40 Epi-a-muurolol 0,79

41 B-eudesmol 2,81

42 Epi-zizanone 1,80

43 Cadaléne 1,73

44 Khusinol 3,69 10,28

45 Zizanal 3,38

46 8-cedren-13-ol 1,98

a7 (2)-5-hydroxy-calamenéne 0,17

48 Vétisélinénol 3,27

49 Khusimol 21,50 16,25 15,77

50 (E)-Isovalencénol 6,06

51 Nootkatone 0,88

52 B-Vétivone 1,93

53 a-Vétivone 3,37 2,01 3,44
Total identifié % 78,60

2|ndices de rétention de Kovats calculés grace aux n-alcanes C;-Cso sur une colonne non polaire Elite-5

®|ndices de rétention de Kovats sur colonne non polaire DB-5 d’aprés la littérature (Adams, 2004)
| Huile essentielle de Taiwan (Chou et al., 2012)
Il Huile essentielle du nord de I'Inde (Mallavarapu et al., 2012)

Il Huile essentielle du sud de I'Inde (Mallavarapu et al., 2012)
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Il - Tolérance cellulaire des huiles essentielles

En tant que produits naturels, les huiles essentielles sont parfois considérées a tort comme
inoffensives, en particulier lors d’'une application cutanée. 'amélioration de la durée de protection de
ces répulsifs cutanés naturels s'Taccompagne de l'utilisation de concentrations de plus en plus élevées
de ces huiles (Fradin and Day, 2002). Or une exposition excessive a ces composés peut entrainer des
effets secondaires (Brown and Hebert, 1997). Ainsi, des réactions allergiques ont été observées suite a
un contact de la peau avec des huiles essentielles, comme celle d’ylang-ylang ou encore celle de

citronnelle (Uter, Wolfgang et al., 2010 ; Frosch et al., 2002).

Certains composés des huiles essentielles peuvent étre absorbés par la peau et induire une toxicité,
comme le montre I'étude de Hayes en utilisant un systéme de diffusion de cellule de Franz (Hayes and
Markovic, 2003). Ainsi, le citral gu’on retrouve dans I'huile essentielle de citronnelle fait partie de ces
composés facilement absorbés par la peau indépendamment du temps d’exposition. Les composés
monoterpeniques de I’huile essentielle de géranium, comme le limonene ou I'a-pinene et le B-pinéne
sont aussi connus pour étre absorbés par la peau (Kohlert et al., 2000 ; Ekpenyong et al., 2015). Une
autre étude met en évidence I'absorption par la peau de composés terpéniques (Cal and Sznitowska,
2003). Afin de limiter ces phénomenes de diffusion, des formulations telles que la microencapsulation
ont été utilisées pour les répulsifs cutanés (Solomon et al., 2012). A l'opposé, on peut tirer avantage de
cette diffusion pour I'exploitation des huiles essentielles comme antiviral sur le site d’infection mais a

des doses tolérables.

A ce jour, I'évaluation de la toxicité des huiles essentielles se fait principalement sur des modeles
animaux, par application au niveau du dos ou de l'oreille de rongeurs et 'observation de la présence
d’érythémes ou cedémes (Zhang et al., 2012 ; Lalko and Api, 2006) . Cependant, peu d’études ont lieu
in vitro sur des cellules représentatives de la peau. Dans cette étude, des lignées cellulaires (HaCaT,
SK-MEL28 et MRC-5) ont été choisies pour I'étude de toxicité, par leur contact privilégié avec une huile

essentielle appliquée sur la peau.

Grace a la mesure de la viabilité cellulaire par trois tests différents, les concentrations toxiques ont
été alors évaluées. Ainsi la citronnelle est toxique pour les lignées cellulaires HaCaT, SK-MEL28 et MRC-
5 a fortes concentrations, avec 100 % de cellules mortes a 1 mg/mL. Les valeurs de CCso permettent de
comparer la toxicité des huiles essentielles sur les différentes lignées cellulaires. La mesure de la

viabilité par le test au MTT sur des cellules HaCaT traitées par la citronnelle donnait une valeur de CCsp
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de 92,1 pg/mL (soit 110,05 pL/mL), comparable a celle obtenue pour la citronnelle du Togo sur le
méme type cellulaire (CCso de 150 uL/mL) (Koba et al., 2008).

La toxicité varie aussi selon le type cellulaire : la lignée HaCaT est la moins sensible lors d’un
traitement par la citronnelle que les lignées SK-MEL28 et MRC-5. Cette différence peut s’expliquer par
les fonctions associées a ces cellules : les kératinocytes ont en effet une fonction de sentinelle, tandis
que les mélanocytes sont immunocompétentes et les fibroblastes réguleraient la réponse
inflammatoire (Lu et al., 2002 ; Jordana et al., 1994). La toxicité de I’huile essentielle de citronnelle sur
des cellules lymphocytes humaines prélevées a partir de patients est plus faible que celle observée
dans notre étude. En effet, a une concentration de 2 mg/mL, la viabilité cellulaire mesurée par le test

au MTT est de 80 % (Sinha et al., 2014).

Lanalyse chimique de l'huile essentielle de citronnelle a permis d’établir la présence de
monoterpenes oxygénés et de sesquiterpénes comme constituants majoritaires (Tableau 15). Or une
étude associe 'activité répulsive a ces composés plutét qu’aux composés hydrocarbonés (Papachristos
et al., 2004). Un enrichissement de I'huile essentielle en composés oxygénés serait aussi avantageux
au niveau la formulation, en augmentant la solubilité de I'huile dans I'eau et en permettant une
stabilisation du mélange complexe (Gafian and Brignole, 2013). Toutefois, les résultats de la présente
étude montrent un profil de toxicité semblable entre I'huile essentielle totale et la fraction enrichie en
composés oxygénés. Pour une application cutanée, I'utilisation de I’huile essentielle peut donc se faire

sans traitement supplémentaire.

Tableau 15 Principales caractéristiques des huiles essentielles

Huile essentielle Composés majoritaires CCso(pg/mL) CCio(pg/mlL)

Géranial (45,11 %)

Cymbopogon citratus (CC) Néral (32,16 %) 49,5 +20.5 17,6 £8,2
Myrcéne (7,85 %)

Citronellol (23,43 %)
Géraniol (16,85 %)

Pelargonium graveolens (PG) Formiate de citronellyle (12,29 %) > 1000 533 +£199
Linalol (10,79 %)

Isomenthone (7,06 %)

Khusimol (23,78 %)

Vetiveria zizanioides (VZ) (E)-Isovalencenol (6,79 %) 169,9+72.2 29,4+13,5
a-Vétivone (3,84 %)
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IV - Mécanisme d’action antivirale

Dans cette étude, I'absorption cutanée de I'huile essentielle a été prise en avantage dans un
contexte infectieux. Les connaissances acquises sur le cycle de vie du virus et les techniques immuno-
virologiques ont permis de mettre au point un modele adapté pour évaluer la capacité d’inhibition du

virus Ross river par les huiles étudiées.

Les cellules représentatives de la peau ont d’abord été étudiées. Cependant, toutes les cellules ne
sont pas permissives au virus Ross River. Mais lors d’un repas sanguin par une femelle moustique
infectée par le virus Ross River, ce dernier peut se retrouver en contact avec diverses cellules, car la
femelle moustique est a la recherche d’un vaisseau sanguin au niveau de la peau grace a son proboscis.
Cette phase peut durer plusieurs secondes, et le virus pourrait alors étre transmis a différents types

cellulaires (Choumet et al., 2012).

Toutefois dans notre étude, les lignées cellulaires représentatives des cellules de peau, HaCaT,
SK-MEL28 et MRC-5 se révelent peu permissives au virus en comparaison avec la lignée épithéliale
HEK293T, davantage permissive au virus. Il a été mis en évidence que le virus Ross River se réplique
efficacement dans ces cellules et que des virions infectieux sont produits. Assi et al. ont réussi a infecter
des cellules SK-MEL28 par la souche RRV-T48 avec un pourcentage de I'ordre de 20 % a 24 h et pouvant
aller jusqu’a 60 % a 48 h. Cependant, malgré ce pourcentage d’infection important a 48 h, on observe
dans notre cas sur SK-MEL28, un fort effet cytopathique par rapport a I'étude de Assi et al. au bout de
deux jours, ce qui ne permet pas de retenir ce modele cellulaire (Assi et al., 2015). D’autres lignées
cellulaires ont été exposées au virus Ross River et de 'ARN génomique du virus a été retrouvé dans des
cellules monocytes humaines (MM6), mais peu de virions infectieux sont produits dans ce type
cellulaire (Krejbich-Trotot et al., 2016). Les cellules épithéliales HEK293T se sont avérées étre un bon

modele d’étude par leur permissivité et leur capacité a produire des virions infectieux.

Il'y a actuellement un intérét grandissant pour la capacité antivirale des huiles essentielles (Jassim
and Naji, 2003 ; Turmagambetova et al., 2015). Les huiles essentielles ayant une activité répulsive
n‘avaient jamais été envisagées dans le contexte cutané comme antiviraux. Cette étude a montré que
les huiles essentielles de citronnelle et géranium retardent I'effet cytopathique de la souche RRV-T48,
avec un effet plus important pour le géranium. Il a été établi que I'effet cytopathique n’était pas corrélé
a un effet virucide ou une action sur I'entrée du virus. Afin de déterminer plus précisément l'activité de

ces huiles essentielles, des clones moléculaires du virus Ross River ont été utilisés.
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En utilisant les clones moléculaires, il a pu étre montré que I’huile essentielle de géranium et celle
de citronnelle dans une moindre mesure, agissent au niveau des étapes précoces de la réplication
virale. Le controle positif chloroquine a permis de valider le modele utilisé. Il a été observé que
I'inhibition de la réplication virale est maximale lorsque les huiles essentielles de citronnelle et
géranium sont appliquées pendant ou apres adsorption du virus (application concomitante ou
postérieure). Du fait de sa faible toxicité sur les cellules épithéliales et de sa capacité a inhiber la
réplication virale, I’huile essentielle du géranium s’avere donc intéressante pour son exploitation
comme antiviral a application locale (et non systémique). Son activité inhibitrice a aussi été mise en
évidence sur le virus influenza (Turmagambetova et al., 2015). L'activité d’autres huiles essentielles a
été mise en évidence sur le virus de I’herpes (Herpesviridae), le virus de la fievre jaune (Flaviviridae) et
le virus influenza (Orthomyxoviridae) (Minami et al., 2003 ; Schnitzler et al., 2001 ; Meneses et al.,
2009 ; Turmagambetova et al., 2015). A notre connaissance, il n'y a pas d'études sur |'effet des huiles

essentielles sur des alphavirus.

Cette activité antivirale des huiles essentielles serait a relier a leur composition. En effet, on peut
noter que la citronnelle et le géranium sont composés majoritairement de monoterpenes oxygénés,
tandis que le vétiver, qui n’a pas d’activité antivirale contient davantage de sesquiterpenes. De plus, la
fraction oxygénée du géranium montre aussi une inhibition importante du virus Ross River. Lactivité
antivirale de monoterpenes hydrocarbonés (a-pinene, B-pinéne ou le limonéne), de monoterpénes
oxygénés (a-terpinéol, thymol, géranial, néral) ainsi que le sesquiterpéne B-caryophyllene a été
montrée en incubant pendant 1 h le virus HSV-1 avec ces composés (Astani et al., 2010 ; Astani et al.,
2011 ; Astani and Schnitzler, 2014). Lactivité virale sur les cellules de singe RC-7 est alors réduite de
plus de 80 %. L'hypothése avancée dans I'étude d’Astani et al. serait une action sur la structure de
I'enveloppe du virus plutét que sur la réplication virale. Dans notre étude, I'action des huiles

essentielles se ferait plutdét au niveau de la réplication virale.
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V - Modulation induite de I'immunité cutanée

Lors d’une infection par un virus, le systeme immunitaire de la cellule héte est sollicité comme pour
tout élément étranger introduit dans I'organisme. Or de nombreuses huiles essentielles sont connues
pour avoir une activité anti-inflammatoire. Des études rapportent notamment lactivité anti-
inflammatoire de la citronnelle, du géranium et du vétiver (Boukhatem et al., 2014 ; Boukhatem et al.,

2013a; Chou et al., 2012).

Dans cette étude, l'infection par le virus Ross River induit une expression du gene stimulé par
I'interféron I1SG 54 et du gene codant pour la cytokine pro-inflammatoire IL-6, ainsi que la production
des protéines correspondantes. Il a été décrit dans la littérature que lors d’une infection virale, les
cellules peuvent produire des cytokines, telles qu’IL-6, impliquées dans la régulation de I'inflammation
(Harker et al., 2011). Cette cytokine pro-inflammatoire peut étre produite par différents types
cellulaires et a un impact sur le développement des lymphocytes T CD8+, eux-mémes responsables de
I’élimination des cellules infectées (Cox et al., 2013). LUexpression du géne IL-6 peut étre induite par la
voie NF-kB (Libermann and Baltimore, 1990). Le géne ISG 54 code notamment pour la protéine
antivirale IFIT 2 (IFN-induced protein with tetraticopeptide repeats) qui induirait I'apoptose des cellules
(Stawowczyk et al., 2011). Cependant d’aprés nos résultats, I'infection par le virus Ross River ne semble
pas impliquer les voies NF-kB et IFN a 24 h post-infection. Assi et al. montrent une expression d’IFN-
a 48 h post-infection lors d’une infection de mélanocytes SK-MEL28 par le virus Ross River, mais la aussi
le virus interfere avec la réponse IFN (Assi et al., 2015). Pour nos travaux, le virus Ross River a été
produit sur des cellules de singe Vero. Or il a été décrit que les cellules dendritiques primaires
réagissent différemment selon si elles sont infectées par le virus Ross River dérivé de cellules de
mammiféres ou dérivé de cellules de moustiques. En effet, dans le premier cas, il y a induction
importante d’IFN antiviraux a 18 h post-infection par rapport a une infection par le virus dérivé de
cellules de moustiques (Shabman et al., 2007). La composition de la membrane lipidique aurait donc

peut étre un role dans l'activité antivirale dépendante de la voie IFN.

De plus, dans notre étude, les huiles essentielles de citronnelle, de géranium et de vétiver réduisent
I'expression d’IL-6 et I1SG 54, aprés infection par le virus Ross River lorsqu’elles sont appliquées en
co-traitement. Les huiles essentielles étudiées ont été décrites pour avoir une activité anti-
inflammatoire (Boukhatem et al., 2014 ; Boukhatem et al., 2013a ; ElImann et al., 2010 ; Chou et al.,
2012). Des études sur les extraits de citronnelle ont montré qu’ils pouvaient réduire la production du

médiateur pro-inflammatoire TNF-a ou encore inhiber les voies de I'inflammation NF-kB, P38 MAPK et
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JNK % (Tiwari et al., 2010 ; Francisco et al., 2011 ; Francisco et al., 2013). Les voies de I'inflammation
impliquées lors de I'infection par le virus Ross River et le réle des huiles essentielles sont encore a

préciser.
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Conclusion

Dans cette étude, I'activité anti-infectieuse des trois huiles essentielles de citronnelle (Cymbopogon
citratus), de géranium (Pelargonium graveolens) et de vétiver (Vetiveria zizanioides) a été conduite a
partir de leur composition chimique mieux résolue, de doses tolérables sur un modéle cellulaire qui a
permis de préciser leur influence sur le processus infectieux du virus Ross River. Le cadre biologique
qui a été utilisé repose sur des cellules HEK293T qui permettait de reproduire un contexte infectieux
et de suivre l'inhibition de la réplication virale par les huiles essentielles. Ces dernieéres montrent

également une activité immuno-modulatoire dont les voies inflammatoires restent toutefois a préciser.

L'étude comparative des trois huiles essentielles a fait ressortir I'activité inhibitrice particulierement
significative de I'huile essentielle de géranium contre des cellules infectées par le virus Ross River.
L'huile essentielle de citronnelle présentait une activité modérée tandis qu’aucune activité significative
de I'huile essentielle de vétiver n’a été observée. Ces résultats suggérent que 'activité anti-infectieuse
contre le virus Ross River est associée a une composition riche en monoterpénes et ouvrent d’autres

perspectives dans la recherche de nouvelles formulations anti-infectieuses d’origine naturelle.

Face aux virus émergents ou ré-émergents, la prévention des arboviroses appelle de nouveaux
moyens d’intervention. Les résultats de ces travaux soutiennent une nouvelle voie qui considére
I'activité anti-infectieuse que peuvent apporter des huiles essentielles initialement appliquées sur la
peau comme répulsifs de contact. Une telle stratégie serait un atout dans I'’économie de la santé et

permettrait de mieux aux nouvelles exigences de sécurité sanitaire et environnementales.
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PARTIE 4 : Matériel et méthodes
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1. Matériel végétal

Les parties aériennes de Cymbopogon citratus (DC) Strapf et Pelargonium graveolens ont été
récoltées en juillet 2014 et juin 2015 dans les hauts de I'lle de la Réunion. Les racines de Vetiveria
Zizanioides ont été récoltées en décembre 2015. Tous les échantillons ont été généreusement mis a

disposition par la CAHEB (Coopérative Agricole des Huiles essentielles de Bourbon).

2. Préparation des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont extraites par hydrodistillation en triplicata en utilisant un appareil de
type Clevenger. 2,5 kg des parties aériennes des plantes de géranium et citronnelle ou des racines de
vétiver sont utilisées pour I'extraction. Les huiles essentielles sont décantées a partir de la phase
aqueuses, séchées par du sulphate sodium anhydre puis filtrées a I'aide d’un filtre Minisart (0,2 um).

Les échantillons sont ensuite stockés a 4°C dans 'obscurité.

3. Fractionnement de I'huile essentielle de citronnelle

La déterpénation s’effectue par l'utilisation d’une colonne de verre remplie de silice (taille des
particules : 40-63 um). La silice est conditionnée par un passage du solvant hexane (100 %). 5 g de
I'huile essentielle de citratus ou du géranium sont déposés sur la silice. L'éluant pour les composés
hydrophobes est de I’'hexane a 100 %. Les fractions récoltées sont analysées par CCM et révélées par
UV et l'utilisation du permanganate de potassium. Une fois les composés hydrocarbonés élués, un
éluant 100 % éthanol est utilisé pour éluer les composés hydrophobes restants. Les solvants hexane et

éthanol sont ensuite évaporés a I'évaporateur rotatif et les échantillons pesés.

4. Caractérisation chimique

Les constituants des huiles essentielles ont été analysés et quantifiés par GC-FID avec un
chromatographe en phase gazeuse PerkinElmer Clarus 500 équipé d’un détecteur a ionisation de
flamme. Le chromatographe est équipé d’une colonne capillaire de silice Elite-5 (5 % diphenyl, 95 %
dimethylpolysiloxane) de 30 m de long, 0,25 mm de diametre interne, et d’'une épaisseur de film de
0,25 pum. Les huiles essentielles sont diluées dans du pentane (> 99 %, 0,5 % H,0, v/v). Le gaz vecteur
est ’'hélium a une pression d’entrée de 15 psi a 50°C, soit I'équivalent d’'un débit volumétrique de
1,3 mL.min. La température du détecteur est de 300°C et la température du four est programmée de

50°C (2 min) & 280°C (10 min) a une vitesse de 5°C. min't. Un injecteur avec ou sans division est utilisé
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a 260°C en mode division avec un ratio de 1 : 10. Le volume d’injection est de 1 pL.

Lidentification des composés organiques volatils est faite en utilisant un systeme GCxGC-TOFMS
LECO Pegasus 4D, consistant en un chromatographe en phase gazeuse Agilent 7890A GC, avec un
systéme GERSTEL Multipurpose Sampler MPS couplé a un spectrométre de masse utilisant un
détecteur temps de vol (TOF) (LECO) et un modulateur cryogénique a quatre jets (Zoex, Houston, TX),
en comparant l'indice de rétention dans le programme unidimensionnel a température linéaire a ceux
obtenus précédemment par la méme méthode (Baranauskiené et al., 2016). Le systéme est équipé
d’une premiére colonne BPX-5 (30 m, 0,25 mm d.i., épaisseur de film 0,25 um) (SGE Analytical Science)
connectée en série a une deuxieme colonne BPX-50 (2,0 m, 0,10 mm d.i., épaisseur de film 0,1 um). Le
premier four est programmé pendant 2 min a 50°C puis la température augmente jusqu’a 280°C avec
une vitesse de 5°C.min’t. La température du deuxiéme four est maintenue 2 min a 65°C puis augmente
progressivement jusqu’a 295°C a 5°C.min"%. La ligne de transfert de la température est de 250°C. Le port
de l'injecteur GC a été maintenu a 280°C avec un temps de désorption de 5 min. Le taux d’acquisition
TOF MS est de 20 spectres s, la zone de masse utilisée pour 'identification est de 30-550 m/z. La tension
du détecteur est réglée a 1550 V et une température de source d’ions de 250°C. Les données du
systeme GCxGC-TOFMS ont été collectées par le logiciel ChromaTOF V.4.22 (LECO) apres un délai du
pic de solvant de 480s. Le rapport de division est réglé a 1: 20. Pour la détection de pic et
I'identification des spectres avec les bibliotheques de spectres de masse NIST, MainLib, Replib et

Adams, le seuil de bruit de fond a été fixé a 50 et le minimum de similarité a 750.

Les fractions obtenues par déterpénation ont été analysées grace a un chromatographe en phase
gazeuse Agilent 7890A GC, couplé a un spectrometre de masse utilisant un détecteur a impact
électronique (70 eV). Le systéme est équipé d’une colonne capillaire (30 m, 0,25 mm d.i., épaisseur de
film 0,25 um). Le gaz vecteur est I'hélium a une pression d’entrée de 15 psi a 50°C, soit I'équivalent d’un
débit volumétrique de 1,3 mL.min’. La température du détecteur est de 300°C et la température du

four est programmée de 50°C (5 min) a 280°C (15 min) a une vitesse de 4°C. min™.,

Lidentification des composés organiques volatils est faite par comparaison entre les indices de
rétention de Kovats (KI) par rapport aux n-alcanes C;-Cso obtenus par une colonne non polaire Elite-5
avec ceux fournis par la littérature (Adams, 2004) et en comparant leurs spectres de masse avec les
données correspondantes des constituants des huiles de référence. Lidentification est considérée
comme positive lorsque qu’il y a correspondance entre le spectre de masse et le Kl (Baranauskiené et

al., 2016).

110



5. Culture cellulaire

Les différentes lignées cellulaires utilisées sont les kératinocytes humains HaCaT, mélanocytes
humains SK-MEL28, fibroblastes humains MRC-5, fibroblastes humains HS633T, les cellules rénales

embryonnaires humaines HEK293T et les cellules rénales épithéliales de singe Vero (ATCC).

Le milieu de culture utilisé est du DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) ou du MEM
(Modified Eagle’s medium) auquel on ajoute 10 % de sérum de veau foetal inactivé par la chaleur, 2 mM
de L-glutamine, 100 U.mL* de pénicilline, 0,1 mg.mL* de streptomycine, 1 mM de sodium pyruvate et
250 pg.mL? d’amphotéricine. Les cellules sont maintenues dans une atmosphére humide a 5 % CO, et

a37°C.

6. Test MTT

La viabilité est mesurée en utilisant le test colorimétrique au sel de tétrazolium MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) (Mosmann, 1983). Lorsque les cellules sont

vivantes, I'enzyme mitochondriale succinate déshydrogénase réduit le MTT en cristaux de formazan

Les cellules HaCaT, SK-MEL-28, MRC-5, HEK293T, Vero sont ensemencées en plagues de 96 puits
(1x10* cellules/puits). Aprés une nuit a 37°C, les cellules sont traitées pendant 21 h avec des
concentrations croissantes en huile essentielle allant de 0,14 4 1130 pg.mL™. Les huiles essentielles
sont solubilisées dans 0,4 % DMSO (Sigma). Afin d’optimiser le protocole, les plaques sont recouvertes

d’un film adhésif (Dutscher).

A I'issu du traitement par I’huile essentielle, 20 pL d’une solution de MTT & 5 mg. mL™ sont ajoutés
sur les cellules. Aprés 1h a l'obscurité a 37°C, le milieu est retiré et remplacé par 100 uL de DMSO
(Sigma). L'absorbance est ensuite mesurée a 570 nm avec une correction a 690 nm a l'aide d’un

spectrophotométre Tecan Sunrise™.

Les concentrations cytotoxiques sont définies comme étant les concentrations en huile essentielle
responsables de 50 % (CCso) ou 10 % (CCio) de mortalité par rapport au contréle sans traitement par

les huiles essentielles.

7. Test Cristal Violet

La viabilité des cellules représentant les cellules modeles de peau a aussi été déterminée par le test
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colorimétrique au cristal violet, agent intercalant de I'ADN.

Les cellules HaCaT, SK-MEL-28, MRC-5 sont ensemencées en plaques de 96 puits (1x10°
cellules/puits). Aprés une nuit a 37°C, les cellules sont traitées pendant 21h avec des concentrations
croissantes en huile essentielle allant de 0,14 a 1130 pg.mL™. Les huiles essentielles sont solubilisées
dans 0,4 % DMSO (Sigma). Afin d’optimiser le protocole, les plaques sont recouvertes d’un film adhésif

(Dutscher).

A l'issu du traitement par I'huile essentielle, le milieu est retiré et 50 pL d’une solution de cristal
violet (0,5 %) sont ajoutés sur les cellules pendant 10 minutes. Puis le cristal violet est retiré et remplacé
par 100 pL de SDS (1 %). L'absorbance est ensuite mesurée a 570 nm a l'aide d’un spectrophotométre

Tecan Sunrise™.

8. Coloration au bleu de trypan

La coloration au bleu de trypan permet de déterminer la viabilité cellulaire en comptant les cellules

colorées, cellules mortes, dans lesquelles le bleu de trypan n’est pas relargué.

Les cellules HaCaT, SK-MEL-28, MRC-5 sont ensemencées en boite de Pétri séparées (1x10° cellules
par mL). Aprés une nuit a 37°C, les cellules sont traitées pendant 24 heures avec des concentrations
croissantes en huile essentielle allant de 0,14 3 1130 ug.mL™. Les huiles essentielles sont solubilisées
dans 0,4 % DMSO (Sigma). Les cellules vivantes (non colorées) sont ensuite comptées au microscope a

I'aide d’une cellule de Malassez (Marienfeld).

9. Virus

Le virus Ross River est dérivé d’un clone infectieux de la souche T48 (RRV-T48), n° accession

GenBank GQ433359, donné généreusement par le Professeur Richard J. Khun de l'université de Purdue.

Le virus recombinant RRV-T48 exprimant la Renilla reniformis luciférase au niveau des protéines non
structurales a été obtenue comme précédemment décrit pour le virus du Chikungunya (Henrik Gad et
al.,, 2012). De méme pour le virus recombinant RRV-T48 exprimant la GFP au niveau des protéines

structurales.

Ainsi les plasmides pRRV-renLuc et pRRV-GFP sont linéarisés et I’ARN correspondant est transcrit in
vitro en utilisant le kit mMMESSAGE mMACHINEs (Ambion) avant d’étre transfecté dans des cellules Vero
afin d’obtenir les virus RRV- renLuc et RRV-GFP (Krejbich-Trotot et al., 2016). Les surnageants sont

collectés apres 48h (premier passage) et sont amplifiés sur des cellules Vero (deuxiéme passage).
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10. Titrage par plages de lyse

Les titres des virus sont déterminés grace a la technique des plages de lyse. Celle-ci permet de
quantifier le nombre de particules infectieuses dans une suspension virale. Une plage de lyse
correspond donc a une zone de cellules lysées par une unité infectieuse virale (environ 300 particules

physiques de virus).

Les cellules sont ensemencées sur des plaques 48 puits a une densité de 1x10° cellules par puits.
Le lendemain les cellules sont incubées avec du 0,1 mL de milieu comprenant des dilutions de 10 en
10 des échantillons de virus pendant 2 h a 37°C. 0,1 mL de carboxymethylcellulose (CMC, Sigma) a
0,8 % est ensuite ajouté par-dessus les cellules et les suspensions virales. Aprés 48 h d’incubation a
37°C, la CMC est enlevée et la monocouche cellulaire est fixée avec 3,7 % de PFA pendant 10 min a
température ambiante. Les cellules sont ensuite colorées avec 0,5 % d’une solution de cristal violet
pendant 10 min. Puis le titre du virus est estimé dans chaque puit en comptant le nombre de plaques

observées. Les résultats sont exprimés en PFU/mL (plague-formation unit par mL).

11. Immunofluorescence

Les cellules HaCaT, SK-MEL-28, MRC-5, HS633T, HEK293T, Vero sont cultivées sur des lamelles de
verre dans des plaques 24 puits. Apres une nuit a 37°C, les cellules sont infectées par RRV-T48 ou RRV-
GFP a différentes MOIs (0,01;0,1;1;2;5; 10) pendant 2 h. Aprés 2 h, le milieu est retiré et remplacé

par du milieu sans virus.

Aprés 24 ou 48 h a 37°C, les cellules sont fixées avec du paraformaldéhyde (PFA, 3,7 % en PBS)
pendant 20 minutes. Les lamelles des cellules infectées par RRV-GFP sont directement montées sur des

lames de microscopie avec du milieu de montage Vectashield.

Les autres cellules sont traitées par 50 mM NH4Cl pendant 10 minutes. Apres trois lavages par du
PBS, les cellules sont perméabilisées avec 0,1 % triton X-100 en PBS pendant 5 minutes. Les cellules
sont ensuite réhydratées dans du PBS avant d’étre saturées au PBS, 1 % BSA, 0,1 % azide pendant 1 h a

température ambiante.

Les lamelles ont ensuite été incubées pendant 30 minutes avec I'anticorps primaire (1 : 500) dans
du PBS, 1 % BSA, 0,1 % azide. Apreés trois lavages au PBS, les lamelles sont incubées pendant 2 heures
a I'obscurité avec I'anticorps secondaire (1 : 1000) et le DAPI (1 : 250) en PBS, 1 % BSA, 0,1 % azide. Les
lamelles sont ensuite lavées trois fois avant d’étre montées sur des lames a microscopie avec du milieu

de montage Vectashield. Les images ont été acquises avec un microscope Nikon Eclips 80i.
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12. Fluorescence

Le principe de ce test repose sur une construction d’un virus RRV-GFP auquel on a rajouté un géne
rapporteur codant pour la GFP au niveau des génes codant pour les protéines structurales. Lorsque le

virus est répliqué et que les protéines structurales sont produites, on aura production de GFP.

Les cellules HEK293T sont ensemencées en plagques 96 puits (2x10% cellules par puits). Aprés qu’elles
aient adhéré, on infecte les cellules par RRV- GFP a différentes MOI (2,5 ; 5 et 10). La fluorescence est
luea 6, 12, 18, 24, 36 et 48 h en remplacant le surnageant par un volume minimal d’eau milliQ a l'aide

d’un lecteur de plaque a fluorescence FLUOstar® Omega.

13. Bioluminescence

Le principe de ce test repose sur une construction d’un virus RRV-renLuc auquel on a rajouté un
gene rapporteur codant pour la luciférase au niveau des génes codant pour les protéines non

structurales. Lorsque le virus est répliqué, on aura production de luciférase.

Les cellules HEK293T sont ensemencées en plagques 96 puits (2x10% cellules par puits). Aprés qu’elles
aient adhéré, on infecte les cellules par RRV- renLuc a MOI 2. Le surnageant est récupéré a différents
temps (6;12; 18 ;24 ; 30; 36 ; 42 et 48 h aprés infection) et les cellules sont lysées 10 minutes avec
20 pL de tampon de lyse (0,4 % CHAPS, 10 % glycérol, 1 mM EGTA, Tris-HCI). Puis 100 pL du substrat
coelentérazine sont ajoutés et les plaques sont lues immédiatement avec lecteur de plaque a

luminescence FLUOstar® Omega.

14. Traitement des clones moléculaires aux UV

Afin de vérifier que le signal en fluorescence ou en luminescence correspond a une production des
clones moléculaires RRV-GFP et RRV-LUC, ces derniers ont été traités aux UV (0,05; 0,1; 0,15; 0,2 ;
0,3 et 0,4 Joules). Les solutions virales ont été déposées sur des cellules Vero cultivées en plaque 96
puits (1x10* cellules par puits) pendant 24 h. La fluorescence et la bioluminescence sont ensuite

mesurées comme décrit précédemment.

15. Effet cytopathique des huiles essentielles

Leffet cytopathique des huiles essentielles de citronnelle, géranium et vétiver est mesuré sur les

cellules HEK293T en utilisant le test MTT comme décrit précédemment. Les cellules HEK293T sont

ensemencées sur des plaques 96 puits (2x10* cellules par puits). Aprés une nuit a 37°C, les cellules sont
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infectées par RRV-T48 a une MOI2 ou par une solution contenant RRV-T48 a MOI2 et les huiles
essentielles de citronnelle, géranium ou vétiver a une concentration non toxique (CCio) pendant 2 h a
37°C. Puis le surnageant est retiré et remplacé par du milieu de culture ou I'huile essentielle (1xCCyo)
est ajouté. La viabilité cellulaire est ensuite mesurée a différents temps. Les contréles correspondent

aux cellules HEK293T infectées par RRV et non traitées par les huiles essentielles.

16. Activité virucide des huiles essentielles sur RRV-T48

L'activité virucide des huiles essentielles de citronnelle, géranium et vétiver sur RRV-T48 a été
déterminée par PCR. Une solution contenant I’huile essentielle de citronnelle, géranium et vétiver a la

concentration 0,1xCCio ou CCyg, ainsi que le virus RRV-T48 (1x10° PFU) est incubée pendant 1 h a 37°C.

LARN du virus de ces solutions est extrait au Trizol Reagent (Life Technologies) selon le protocole
recommandé par le fournisseur. Puis I'enzyme M-MLV (Promega) est utilisée pour synthétiser I'ADN
complémentaire par rétro-transcription a 37°C pendant 1 h. Cet ADN est amplifié par PCR en 30 cycles
de 30 s a 95°C, puis 30s a 64°C, puis 30s a 72°C. Les amorces utilisées sont listées dans le Tableau 16.
Les produits PCR sont ensuite déposés sur gel d’agarose (1 %). Puis le gel est révélé aux UV apres

migration a 100 V.

Tableau 16 Amorces utilisées

Géne Amorce directe Amorce inverse
GAPDH GGGAGCCAAAAGGGTCATCA TGATGGCATGGACTGTGGTC
nsP2 GGGCGGTGACTCCTTACATC TCTCAGGACTCTAAAGGCGGA
El CCACACTTAACCTGGAGTACATTACC AAACAGTAAGCTCCACCCCACAT

17. Détermination de l'effet des huiles essentielles sur

I’entrée du virus

Une solution contenant I’huile essentielle de citronnelle, géranium ou vétiver a la concentration
0,1xCCyp ou CCyq, ainsi que le virus RRV-T48 (1x10° PFU) est incubée pendant 1 h a 37°C. lactivité

résiduelle est titrée sur des Vero par plage de lyse, comme décrit précédemment.

Des cellules Vero sont ensemencées en plaque 48 puits & une densité de 1x10° cellules par puits.
Le lendemain les cellules sont prétraitées 1 h a 37°C. Puis l'infectivité résiduelle de RRV-T48 est
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déterminée grace au titrage par plages de lyse, en infectant les cellules Vero avec des dilutions de 10

en 10 de virus, comme décrit précédemment.

18. Temps d’addition — différents scénarios

Afin de déterminer I'effet des huiles essentielles sur la réplication du RRV, les cellules HEK293T sont
ensemencées en plaque 96 puits (2x10* cellules par puits). Le lendemain, lorsqu’elles ont adhérées, les
cellules sont infectées par RRV-renLuc a une MOI 2 en présence de I'huile essentielle a une
concentration non toxique (CCi) selon plusieurs scénarios (Figure 32). Soit I'huile essentielle est

ajoutée :

- 3 h avant l'incubation du virus puis est rajoutée aprés les 2 h de l'incubation du virus

(prétraitement)

- pendant les 2 h d’incubation du virus et est rajoutée apres avoir enlevé le milieu contenant

le virus (co-traitement)
- 2h,4hou6 hapreslincubation du virus (post-traitement)

Pour chacun des scénarios, l'activité luciférase est mesurée six fois pour trois expériences
indépendantes comme décrit précédemment. La production de virions infectieux est déterminée a

partir des surnageants par titrage par plages de lyse.

Les mesures de l'activité luciférase ainsi que la production de virions infectieux se font 24 h apres
infection. Les controles consistent en des cellules HEK293T infectées par RRV-renLuc mais non traitées

par les huiles essentielles.

19. Dosage des cytokines par gRT-PCR

Les cellules HEK293T sont ensemencées en boite de Pétri séparées (0,5 x10°cellules par mL). Aprés
une nuit a 37°C, les cellules sont infectées par RRV-LUC a une MOI 2 et traitées par les huiles essentielles
de citronnelle, géranium et vétiver a une concentration CCyo (co-traitement) pendant 24 h ou
seulement traitées par les huiles essentielles (controle). Le surnageant est récolté pour le dosage par

ELISA.

Les ARN sont ensuite extraits au Trizol Reagent (Life Technologies) selon le protocole recommandé
par le fournisseur. Puis 'enzyme M-MLV (Promega) est utilisée pour synthétiser ’ADN complémentaire
par rétro-transcription a 37°C pendant 1 h. Cet ADN est amplifié par PCR en temps réel en 40 cycles de

15s a 95°C, puis de 1 min a 60°C en utilisant le GoTag® gPCR Master Mix (Promega) selon les
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instructions du fournisseur. Les résultats ont été analysés selon la méthode AACt et normalisés par

rapport au géne GAPDH. Les amorces utilisées sont listées dans la (Tableau 17).

Tableau 17 Amorces utilisées pour le dosage des cytokines par gRT-PCR

Géne Amorce directe Amorce inverse
Hu IL-6 AAAGCTGCGCAGAATGAGAT AAAGAGGCACTGGCAGAAAA
Hu IL-8 ATGACTTCCAAGCTGGCCGTG TGCACCCAGTTTTCCTTGGGG

Hu MCP1 | CAATAGGAAGATCTCAGTGC GTGTTCAAGTCTTCGGAGTT
Hu ISG15 | TTTGCCAGTACAGGAGCTTGTG GGGTGATCTGCGCCTTCA

Hu ISG54 | CTGGTCACCTGGGGAAACTA GAGCCTTCTCAAAGCACACC
Hu ISG56 | GAGGAGCCTGGCTAAGCAAA GCATTTCATCGTCATCAATGGA

20. Quantification des cytokines par ELISA

La cytokine IL-6 a été quantifiée dans le surnageant des cellules HEK293T en utilisant le kit ELISA
Human IL-6 Ready-Set-Go ! (e-Bioscience) selon les recommandations du fournisseur. Les plaques
préalablement recouvertes d’anticorps de capture et saturées sont incubées 2 h avec les échantillons
de surnageant. Apres trois lavages, les plaques sont incubées avec les anticorps secondaires pendant
1 h. Aprés lavages, I'enzyme peroxydase (HRP) couplée a l'avidine est ajoutée pendant 30 min. La
révélation se fait ensuite par ajout de TMB (tétraméthylbenzidine) et la réaction de coloration est
stoppée par ajout de HCl. Labsorbance est ensuite mesurée a 450 nm a l'aide d’un spectrophotométre

Tecan Sunrise™. Une gamme étalon est utilisée pour la quantification.

21. Systeme de gene rapporteur pour la voie NF-kB

Afin de suivre I'activation de la voie de signalisation NF-kB, des cellules HEK Blue™ NF-kB (InvivoGen)
ont été utilisées. Ces cellules possédent un géne rapporteur de la phosphatase alcaline sécrétée (SEAP)
induit lorsque la voie NF-kB est activée. Les cellules HEK Blue NF-kB sont cultivées en plaque 96 puits
(1x10* cellules/puits). Aprés une nuit a 37°C, les cellules sont soit infectées par RRV-LUC (MOI 2) et
traitées par les huiles essentielles de citronnelle, géranium et vétiver (co-traitement) ou traitées par

TNF-a et les huiles essentielles citronnelle, géranium et vétiver pendant 24 h.

Afin de vérifier que les huiles essentielles de citronnelle, géranium et vétiver n’interagissent pas avec
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la phosphatase alcaline, une gamme de concentration de phosphatase alcaline a été réalisée a laquelle

on ajoute la citronnelle, le géranium et le vétiver a une concentration CCjo.

L'activité extracellulaire de la phosphatase alcaline est ensuite mesurée au spectrophotomeétre

Tecan Sunrise™ a l'aide du réactif Quanti-blue (InvivoGen) selon les recommandations du fournisseur.

22. Analyse statistique

Les valeurs sont exprimées comme moyenne erreur standard a la moyenne (SEM) d’au moins trois
expériences indépendantes. Les valeurs de CCsg et CC1o sont déterminées par une courbe dose-réponse

et sont déterminées graphiquement en utilisant le logiciel GraphPad Prism.
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