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ABREVIATIONS

A

ADN : Acide désoxyribonucléique

AFNOR: Association francgaise de normalisation.

ARN : Acide ribonucléique

ARNt : Acide ribonucléique de transfert

ARNm: Acide ribonicléique messager

ATCC: American Type Culture Colletion

ATP: Adenosine triphosphate

AT98a: Nanocapsules lipidiques d’eugenol-carvacrol-cinnamaldéhyde (1/3-1/3-1/3)
AT101: Nanocapsules lipidiques d’huile de clou de girofle, d’huile d’origan et d’huile de
cannelle (1/3-1/3-1/3)

B

BHI: Brain-Heart Infusion Broth
BLSE: B-lactamase a spectre étendu
BMR : bactérie multi-résistant

C

C-CLIN : Comité de Coordination de Lutte contre les Infections Nosocomiales
CMI : Concentration minimale inhibitrice

CMB : Concentration minimale bactéricide

CMC : Concentration micellaire critique

C3G : céphalosporine de 3°™ génération

D

DDSA: 2-Dodecenyl succinic anhydride
DMAE: Diméthylaminoéthanol
DMSO : Diméthyl sulfoxyde

E
EO: Essential oils (voir HE)

F

FBC index: Fractional bactericidal concentration index
FDA: Food and drug administration

FIC index: Fractional inhibitory concentration index
FITC : Fluorescein isothiocyanate

G
GEIHP: Groupe d’études des interactions hote-pathogenes.
GRAS: Generally regarded as safe

H
HE: Huiles essentiels


https://en.wikipedia.org/wiki/Fluorescein_isothiocyanate

HMDS : Hexamethyldisilazane

|
IP : Intrapéritonéale
IV : Intraveineux

L
LNC: Lipidic nanocapsule (voir NCL)
LPS : Lipopolysaccharides

M

MBC: Minimum bactericidal concentration (voir CMB)
ME : Mobilité électrophorétique.

MIC: Minimum inhibitory concentration (voir CMI)
MID: Minimum inhibitory dose

MINT: Micro et Nanomédicines biomimétiques

MEB: Microscopie électronique a balayage

MET: Microscopie électronique a transmission

N

NCL: Nanocapsule lipidique

NCL EU : Nanocapsules lipidiques d’eugénol

NCL CN: Nanocapsules lipidiques de cinnamaldéhyde

NCL EU-CN : Nanocapsules lipidiques d’eugénol-cinnamaldéhyde (proportion 50/50)
NMA : Nadic Methyl anhydre

P
PBS : phosphate buffered saline
PDI: Polydispersity index

PEG: Polyéthyléne glicol

PG: Peptidoglycan

PLP: protéine liant la pénicilline

S

SARM: Staphylococcus aureus résistant a la méticilline

SC: Score clinique

SCIAM: Service commun d’Imageries et d’analyses microscopiques
SEM : Scanning electron microscopy

T
TIP : Température d’inversion de phase

U
UFC: Unités formant colonies

4
ZIP : Zone d’inversion de phase

10



INTRODUCTION GENERALE
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1. LES ANTIBIOTIQUES ET LA RESISTANCE BACTERIENNE

1.1 Contexte historique

Les bactéries sont des organismes unicellulaires dont les dimensions varient entre 1 et
10um. C’est en 1665, qu’Antoine Van Leeuwenhoeck (Gest 2004 ; Van Zuylen 1980), drapier
a Delft (Hollande), fabrique le premier microscope en superposant des lentilles dans le but
d'observer des textiles. |l observe des structures particulaires provenant de la surface de sa
peau, de sa bouche ou de ses dents et les dessine. || découvre ainsi le monde microbien.

En 1866, Haeckel crée le terme de protistes (Dougherty and Allen 1958) pour désigner,
entre le monde animal et le monde végétal, les étres unicellulaires et les étres

pluricellulaires sans tissus différenciés. Les protistes sont classés en deux catégories :

e Les eucaryotes qui possédent, entre autre, un noyau entouré d’'une membrane, des
chromosomes, un appareil de mitose et une structure cellulaire complexe (mitochondries
notamment) comme les cellules animales ou végétales.

e Les procaryotes qui ont un chromosome unique sans membrane nucléaire et sans appareil
de mitose, et une structure cellulaire élémentaire (pas de mitochondries).

Les bactéries font partie des protistes procaryotes, terme utilisé pour la premiére fois par le
naturiste et zoologiste allemand Christian Gottfried Ehrenberg (Siesser, 1981).

C'est grace a Louis Pasteur que le lien entre les maladies et la présence des

microorganismes, s’établie.

1.2 Problématique des antibiotiques

Depuis que les bactéries ont été découvertes, plusieurs scientifigues ont remarqué que
certains microorganismes étaient capables d’en inhiber d’autres. La découverte fortuite de la
pénicilline par Fleming en 1928 fait partie des travaux qui ont contribué aux progres de la
microbiologie (Fleming 1929).

Au début, les maladies infectieuses ont été traitées de facon empirique, a partir d’extraits de
plantes. Les premiers agents thérapeutiques identifiés sur le plan chimique étaient la quinine

et I'émétine. En 1942 Waksman crée le terme « antibiotique » pour faire référence a tous
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les dérivés produits par le métabolisme des micro-organismes possédant une activité
antibactérienne a faible concentration et n’ayant pas de toxicité pour I’'h6te (Bryskier 2005)
A partir de 1945, les recherches chimiques dans I'antibiothérapie concernent :

-les agents antibactériens de synthése non retrouvés dans la nature,

-les antibiotiques extraits de la fermentation des moisissures ou d’autres genres

bactériens.
Aujourd’hui, les antibiotiques synthétiques sont une minorité. On en retrouve
principalement 3 classes; les sulfamides, les quinolones (ou fluoroquinolones) et les
oxazolidinones (Singh and Barrett 2006). Cependant la recherche des nouveaux antibiotiques
s’essouffle et seuls quelques antibiotiques ont pu étre mis sur le marché au cours de ces 10

derniéres années (Guinoiseau 2011).

Aminoglycosides
Streptomycine
1946-1950
Phénylpropancides

-lactames de 2*™ génération
Chloramphénicol 1946 B g

(céphalosporines) 1962

Macrolides =
Erythromycine Streptomycine,
- 1952\" synercide Lipopeptides,
Sulfamides 1962-1999 Daptomycine
1963 2003

1930 1940 1950 1%60 1970 1980 1990 2000

. Quinolones Oxazolidinones,
_P-lactames de 1= acide nalidixique Linézolide
génération (Pénicilline) 1960-1962 1979-2000

1929-1941
B-lactames de 3*m¢
génération (carbapénémes)
1976-1985

Glycopeptides
Vancomycine

Tétracyclines 1956-1973

1949

Figure 1 : Evolution des découvertes des principaux antibiotiques d’origine naturelle (vert)
et d’origine synthétique (orange) (Image inspirée de Singh and Barrett 2006)

En lien avec la consommation débridée d’antibiotiques et du fait de la grande plasticité du
génome bactérien, |'apparition des résistances a tres vite été un probléme majeur. Les
premieres alertes liées a des souches résistantes sont apparues en 1961 avec I'apparition de
la résistance du staphylocoque a la méticilline. Depuis cette époque, la résistance aux
antibiotiques a eu des conséquences considérables :

-"augmentation de la morbidité et dans certains cas de la mortalité,

-'augmentation des co(its du systéme sanitaire,
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-la perte de moyens efficaces pour combattre les infections.
Il ne fait aucun doute que la problématique a laquelle nous devons faire face aujourd’hui a
été provoquée par un mauvais usage des antibiotiques. Néanmoins, il existe des mesures

gue nous pouvons appliquer pour ralentir I'apparition de résistances :

1- Réduire les prescriptions non nécessaires, (Cohen 2006), souvent favorisées par
« I'autodiagnostic » de la part du patient, sachant que les infections virales (rhino-
pharyngite, bronchite aigué, grippe, rhume,..) et les infections bactériennes
(tuberculose, cystite, pneumonie,...) présentent des symptomes souvent similaires
(fievre, toux, troubles digestifs, courbatures) mais ne doivent pas étre traitées de la
méme maniére. Il faut éduquer la population dans un usage prudent et responsable
des antibiotiques. Selon une étude de 2004 sur la consommation communautaire
eme

d’antibiotiques, la France était placée en 2°"" position avec une moyenne supérieure

a celle de I'Europe (Figure 2).
2- Utiliser des kits de diagnostic rapide (ex : détection du virus influenza) (Bonner et
al. 2003) permettant un traitement adapté.

3- Promouvoir des programmes de vaccination (Neuzil et al.,, 2000 ; Dagan et al.,

2001).
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Figure 2 : Consommation communautaire d’antibiotiques en 2004 (Goossenns et al 2007)
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1.3 Mécanismes d’action des antibiotiques : Les cibles bactériennes

Une antibiothérapie efficace est la résultante d’une large réflexion (Kumar et al. 2010). Les
antibiotiques ne doivent pas étre choisis au hasard. Le choix des antibiotiques se fait par
rapport a la bactérie qu’il faut traiter. Tous les antibiotiques ne sont pas efficaces contre
toutes les bactéries. Différents familles d’antibiotiques, présentent différents mécanismes
d’action.

Les antibiotiques peuvent se classer par rapport a leurs cibles :

-actifs contre la paroi bactérienne cytoplasmique : les B-lactamines, les glycopeptides et la
Fosfomycine,

-actifs contre la membrane : les polymyxines et les lipopeptides,

-actifs contre la synthése des protéines (ribosomes) : les aminosides, les macrolides, les
ketolides, les lincosamides, les tetracyclines I'acide fusidique ou les oxazolidinones,

-actifs contre I’ADN : les quinolones, les rifamycines, les nitroimidazoles et les sulfamides.

Pour qu’un antibiotique puisse exercer son action, il faut qu’il soit capable d’atteindre sa
cible. Suivant le cas, il doit pénétrer la membrane externe des bactéries a Gram négatif,
échapper aux protéines liant la pénicilline, traverser la paroi bactérienne et la membrane
cytoplasmique. Il faut aussi qu’il arrive sur sa cible a des concentrations suffisantes pour
avoir une action significative (Archambaud, 2009). Si 'une de ces conditions n’est pas

remplie, I'antibiotique sera inefficace.

Antibiotiques actifs contre la paroi bactérienne

Les antibiotiques qui agissent sur la paroi sont essentiellement des inhibiteurs de la synthese
de peptidoglycane (PG), qui conferent a la bactérie sa forme et sa rigidité. Le PG permet a la
bactérie de résister a la forte pression osmotique intra-cytoplasmique. De la structure de
cette paroi bactérienne, dépend la classification bactérienne en Gram positif ou Gram

négatif.

Structure de la paroi des bactéries a Gram positif
La paroi des bactéries a Gram positif est généralement assez épaisse (20 a 80nm). Elle est
constituée en majeure partie par le PG qui contient d’autres constituants, les acides

teichoiques et teichuroniques. Ces acides interviennent dans le métabolisme bactérien en
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assurant I'adsorption des ions Mg”* provenant des milieux ambiants, puis le transfert de ces
cations a un deuxieme acide teichoique situé plus en profondeur dans le PG et associé a la
membrane cytoplasmique.

Il semblerait que ces acides soient fortement impliqués dans I'activité bactéricide des [3-
lactamines par leur réle important dans le phénoméne de lyse bactérienne.

Parmi les autres éléments, il faut noter la présence d’'une capsule externe de structure
polysaccharidique chez certaines bactéries a Gram positif, cette derniere étant un facteur de

virulence.

Structure de la paroi des bactéries a Gram négatif

Celle-ci est plus fine et plus complexe. De I'extérieur vers lintérieur on distingue
successivement une membrane externe, le PG qui est beaucoup plus fin que chez les Gram
positif (2,5nm), I'espace périplasmique et la membrane cytoplasmique. En fait, on désigne
par espace périplasmique l'espace situé entre la membrane externe et la membrane
cytoplasmique.

La membrane externe présente une structure trilamellaire classique, phospholipidique. Elle
est constituée principalement de phospholipides (avec une plus faible quantité par rapport
a la membrane cytoplasmique), de protéines et de lipopolysaccharides (ou endotoxines). Ces
derniéres sont responsables du choc endotoxinique des infections a bactéries a Gram
négatif.

La membrane externe comporte des protéines qui forment des canaux (porines) permettant
le passage de substances de I'extérieur vers I'intérieur des bactéries. Ces porines permettent
le passage de certains antibiotiques dont la taille moléculaire est compatible avec le
diameétre des canaux.

L'espace périplasmique est I'espace situé entre les deux membranes. Il est composé de PG,
et de nombreuses enzymes (particulierement les B-lactamases) sont présentes dans cet
espace.

La membrane cytoplasmique est la structure la plus interne de la paroi bactérienne. C’'est
elle qui définit I'espace intra-cellulaire, elle a une épaisseur de 60 a 125nm et est constituée
d’une couche bimoléculaire de lipides. La composition en lipides est identique a celle de la
membrane externe, seules les proportions varient. On distingue 2 types de protéines dans la

membrane :
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des protéines intrinseques qui sont essentiellement des enzymes hydrophobes et des

enzymes de la respiration. Elles permettent la synthese des acides gras et des

phospholipides ainsi que de I’ATPase membranaire.

des protéines extrinseques qui sont hydrophiles, périplasmiques ou juxta-

cytoplasmiques.

porines

m m Membrane
externe
000 .

| - [

Peptidoglycane
I

anbiwse|duad sseds3

Membrane
cytoplasmique

Gram positif Gram negatif
Figure 6 : Structure de la paroi des bactéries a Gram positif et négatif (image inspirée du livre
« De I'antibiogramme a la prescription » Thevenot et al. 2004)

Le PG possede une structure tridimensionnelle. C’'est un polymére naturel constitué de
plusieurs chaines linéaires, constituées elles-mémes de I'alternance de N-acétyl-glucosamine
et d’acide N-acétyl-muramique (20 a 100 molécules). Les chaines polyosidiques sont reliées
entre elles par de courtes chaines peptidiques, les tetrapeptides. Ces tetrapeptides sont
formés d’'une séquence L-R1 + D-Glu +L-R3 + D-Ala (L-R1 et L-R3 sont des acides aminés
variables).

La composition en acides aminés de ce pont peptidique est trés variable et il peut méme ne
pas exister. La liaison entre les 2 tétrapeptides est alors directe. En fonction de la
composition du pont peptidique, on distingue 4 chémotypes parmi les bactéries. Le
peptidoglycane forme ainsi un réseau entourant la bactérie. Le degré de résistance de ce
réseau est fonction de sa compacité, laquelle est elle-méme fonction de la longueur des
chaines polyosidiques, du nombre de ponts peptidiques et d’éventuelles liaisons hydrogéne

pouvant se former dans le peptidoglycane.
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Il existe deux mécanismes principaux pour I'inhibition de la synthése du PG :

e [’inhibition de la synthése du peptidoglycane en inhibant les protéines liant les
pénicillines (PLP), ce qui aboutit a I'inhibition de la formation des ponts pentacycliques
responsables de la structure réticulée de la paroi. Ceci provoque la synthése de formes
atypiques (rondes et filamenteuses) qui provoquent la lyse bactérienne. Ce type de
mécanisme est caractéristique des -lactamines, des céphalosporines ou des pénemes.
L’analogie structurale entre ces molécules et le dipeptide d’alanine provoque une
inhibition de type compétitif (Archambaud 2009).

e |e blocage de la polymérisation du peptidoglycane. Ce mécanisme d’action est propre
aux glycopeptides, grace a leur structure chimique, essentiellement sur le peptide. La
configuration dans |'espace des acides aminés est importante quant a la liaison avec le D-

Ala, D-Ala terminal.

Antibiotiques actifs contre la membrane cytoplasmique

Il s’agit d’'une barriére qui isole la bactérie du milieu extérieur tout en permettant des
échanges par transport passif ou actif. Certains antibiotiques modifient la membrane déja
constituée, d'autres perturbent sa synthése. La membrane a un réle métabolique trés
important pour la bactérie. Elle est non seulement responsable de la perméabilité et du
transport de substances, mais aussi de la fonction respiratoire et de I'excrétion d’enzymes

hydrolytiques.

e La polymyxine et la colistine sont des antibiotiques qui alterent la membrane plasmique
en formant des pores (sortie de phosphate vers le milieu extérieur). Ces antibiotiques
agissent comme des agents tensio-actifs. Ills ont la capacité de se fixer sur les

phospholipides provoquant la rupture des barrieres osmotiques.

Antibiotiques actifs contre la synthéese de protéines.

Le cytoplasme des bactéries est particulierement riche en ARN ribosomal. Les ribosomes
constituent 40% du poids sec de la bactérie et 90% de I'’ensemble de I’ARN. Le ribosome est
divisé en 2 sous-unités ; la sous-unité 30S contenant 'ARN r16S (cible d’aminosides et de
cyclines) et la sous-unité 50S contenant I’ARNr23S (cible du groupe MLS et des phénicolés).
Le ribosome est considéré comme |'unité centrale de la synthése protéique de la bactérie (Di

Giambattista and Cocito 1988)
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Les antibiotiques sont capables d’inhiber la synthése protéique par des mécanismes d’action

et des cibles différentes. Grace a leur structure chimique, ils vont agir sur les différentes

unités du ribosome

Actifs sur la sous-unité 30S du ribosome
lIs agissent sur I'unité 30S du ribosome, au niveau de la protéine S12 (Bryskier 2005). lls
provoquent des erreurs de lecture du code génétique lors de la traduction des protéines.
Ce mécanismes est caractéristique des aminosides. Par inhibition de la phase
d’élongation de la chaine polypeptidique, ils empéchent la fixation de I'aminoacyl-ARNt
(Chopra et al. 2001) en agissant sur la sous-unité 30S du ribosome. Ce mécanisme
d’action propre aux tetracyclines est trés lié a sa structure chimique (Dax 1997 ; Mitscher
1978 ; Rogalski 1985). Son efficacité dépend aussi bien de son affinité pour sa cible que

de son aptitude a franchir les barrieres structurelles de la bactérie (Bryskier, 2005).

Actifs sur la sous-unité 50S du ribosome
IIs inhibent la croissance de la chaine polypeptidique en formation, en agissant au
niveau de la peptide transférase (Porse and Garrett 1999 ; Hansen et al. 2002) qui se
trouve dans I’ARNr 23S (composant de la sous-unité 50S du ribosome) (Tenson et al.,
2003). Ceci correspond au mécanisme d’action des Macrolides, Lincosamides et
Streptogramines. Des modifications dans la sous-unité 23S, comme la méthylation
« A2058 », sont les responsables de I'apparition de résistance dans ce groupe

d’antibiotiques. (Weisblum 1995).

Ils peuvent inhiber la réaction de peptidation. Par exemple, les Phénicolés réduisent

I'activité catalytique de la peptidyltransferase.

Antibiotiques actifs sur les acides nucléiques

Comme tous les procaryotes, les bactéries possédent un appareil nucléaire constitué d’acide

désoxyribonucléique (ADN) qui contient toute I'information génétique de la bactérie. Il se

réplique selon le schéma de Watson et Crick : chaque chaine assurant la réplication de la

chaine complémentaire selon un mode semi-conservatif. LADN chromosomique est
constitué d’une double hélice d’ADN circulaire, surenroulée grace a l'action des topo

isomérases.
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La bactérie peut contenir aussi des éléments génétiques de petite taille. Ces éléments,
appelés plasmides ne sont pas indispensables pour la bactérie en conditions normales. Les
plasmides les plus connus sont le facteur sexuel (facteur F) et les plasmides de résistance aux

antibiotiques (Facteur R).

Les constituants de I'appareil nucléaire sont la cible d’action de plusieurs antibiotiques :

e action sur deux enzymes impliquées dans la synthése de I’ADN : I’ADN gyrase et la
topoisomérase IV. Cette inhibition est caractéristique des Quinolones et
Fluoroquinolones.

e linhibition de la transcription de I’ADN en ARN messager par inhibition de I’ARN
polymérase. Cette inhibition représente le mécanisme d’action des antibiotiques
appartenant a la famille des Rifamycines.

e |'altération de ’ADN (coupures et substitution de bases). Les Nitrofuranes ont la capacité

d’agir directement sur I’ADN.

1.4 Résistance bactérienne

Lorsque les antibiotiques sont apparus, le monde scientifique a pensé que les maladies
infectieuses pouvaient étre complétement maitrisées. « L'ére d’or » des antibiotiques a
duré moins d’un demi-siécle (1936-1962) (Guinoiseau 2011 ; Trémolieres et al. 2006). Tres
vite, de nombreuses souches bactériennes sont devenues insensibles a un ou plusieurs
antibiotiques. Ces résistances a des doses thérapeutiques apparaissent plus ou moins
rapidement selon la complexité chimique des antibiotiques et du patrimoine génétique de la
bactérie (Bryskier 2005).

Pour citer quelques exemples, la résistance a la pénicilline qui est apparue pour la premiere
fois en 1940 a été suivie par la résistance a la méticilline chez Staphylococcus aureus dans les
années 60 (Gallucci et al. 2006). S.aureus a été la premiere et la plus commune des bactéries

multirésistantes aux antibiotiques (Figure 3) (Campana et al. 2004).
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S. pneumoniae et pénicilline G S. aureus et méthicilline

Proportion of PNSP isclates In panidpatrg courtriks in 2007
©) EARSS
Proportion of MRSA isolafes in parnticipating oourtries in 2007
(¢) EARSS

Figure 3 : Taux de résistance en Europe de S.pneumoniae pour la pénicilline G (gauche) et
pour S.aureus pour la méticilline (droite). EARSS données 2007.

La résistance aux antibiotiques est un phénomeéne naturel et inévitable, qui s’accélére avec
I'usage excessif et/ou inadapté des antibiotiques. Victimes de leur succes, les antibiotiques
ont été utilisés pendant des années sans restriction, en pensant que si I'antibiotique n’était
pas utile, au moins il ne serait pas nocif (Trémoliéres et al. 2006).

Parallélement, les animaux d’élevage sont aussi des gros consommateurs d’antibiotiques.
Cette consommation excessive, associé a l'usage vétérinaire et a l'usage humain, est
responsable de I'apparition des résistances. Ainsi, les bactéries devenues multirésistantes
chez I'animal peuvent se transmettre a I’homme par contact direct ou par voie alimentaire
(Wegener et al. 2003) et transmettre leurs génes de résistance aux souches d’origine
humaine. Plusieurs études menées en Europe ont trouvé des taux relativement élevés
d’entérocoques résistants aux glycopeptides chez I'homme sain (McDonald et al. 1997 ;
Descheemaeker et al. 2000). Ce dernier s’est révélé un trés important probleme de santé

publique aux USA.
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1.4.1 Types de résistance

On peut distinguer deux types différents de résistance :

La résistance intrinséque ou naturelle

Certaines bactéries sont naturellement résistantes a certains antibiotiques. Cette résistance
peut étre due a plusieurs causes: cibles absentes (mycoplasmes et [-lactamines), peu
accessibles (bacilles a gram négatif et macrolides) ou non affines (bactéries a Gram positif et
quinolones) (Lavigne 2007). Elle délimite le spectre d’action des antibiotiques (Courvalin

2007).

La résistance acquise

Cette résistance apparait chez des bactéries jusqu’alors sensibles aux antibiotiques, elle ne
concerne que quelques souches d’'une méme espéce (Lavigne 2007) mais elle a la capacité
de se propager tres rapidement (Lozniewski and Rabaud 2010). Elle résulte d’une
modification du capital génétique de la bactérie par mutations (des au hasard) ou par
acquisition de génes (plasmides ou transposons) provenant d’autres bactéries (Davies and
Davies 2010). Elle peut s’effectuer par transduction, conjugaison ou transformation (Levy

and Marshall 2004) (Figure 4).

Bacterophage

Plasmide

Transduction

&% &
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L Conjugaison
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Chromosome

R E .
- , -Lr Transformation
ADN libre

Figure 4: Principes d’acquisition génétique des bactéries (Levy and Marshall 2004).
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1.4.2 Mécanismes de résistance
Il existe plusieurs mécanismes (Figure 5) permettant a la bactérie d’échapper a I'action de

I'antibiotique :

= 4
Efflux pumps C’ Decreased uptake ‘)
A\

Inactivating
enzymes

QA

Alternative enzyme

Figure 5 : Schéma des principaux mécanismes de résistance des bactéries

Altération des cibles des antibiotiques :

Avec une modification de leur structure, elles se rendent insensibles a |'action de
I'antibiotique. C’est un des principaux mécanismes de résistance a la streptomycine, un des
premiers antibiotiques utilisés pour le traitement de la tuberculose (Rabarijaona et al. 1999)
Certaines bactéries ont développé la capacité des modifier ses PLPs, les souches de S.aureus
résistantes a la méticilline (SARM) sont résistantes a I'ensemble des B-lactamines sont

classées dans les BMR.

L’altération des membranes bactériennes :

La perméabilité des canaux membranaires par lesquels I'antibiotique péneétre dans la
bactérie est altérée. Ce type de résistance peut apparaitre aussi par diminution du diametre
des porines chez les bacilles a Gram négatif (Courvalin 2007). Il existe beaucoup moins de
porines chez A.baumannii que chez E.coli ce qui rend A.baumannii 100 fois moins
perméable qu’E.coli (Decré 2012). La membrane externe des bactéries a Gram négatif
présente une face interne constituée de phospholipides et une face externe, constituée de
Lipopolysaccharides (LPS) (Cronan et al. 1987) qui représentent 75% de la surface totale de
la membrane externe. Les LPS ont une forte charge négative qui facilite le passage des
antibiotiques cationiques. Certaines bactéries ont développé des mécanismes de résistance

qui réduisent la charge négative nette des LPS (Helander et al. 1998).
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L’inactivation enzymatique

La bactérie peut synthétiser des enzymes qui inactivent I'antibiotique. En 1940, a été publié

le premier article sur la découverte d’une enzyme d’inactivation de type pénicillase chez

Bactérium coli (Abraham and Chain 1940).

C’est le mode de résistance le plus répandu. On peut citer en particulier la production de -

lactamases (Hamouche and Sarkis 2012). Les B—lactamases sont des enzymes d’inactivation

capables d’hydrolyser le cycle B-lactame en formant un complexe enzyme-substrat. Le

produit final de la réaction aboutit a la formation de composés acides tels que l'acide

pénicilloique ou céphalosporoique. Pour certaines bactéries comme P.aeruginosa, certaines

de ces enzymes comme les céphalosporinases sont produites sur un mode inductible. Ainsi

leur production augmente en présence de B-lactamines, puis diminue lorsque I'antibiotique

est moins présent (Picard), contrairement a A.baumannii (Bou and Martinez-Beltran 2000 ).

B-lactamases de classe A

{

Pénicillinase inhibée par
I’acide clavulanique

|

Pénicillinase de S.aureus

Pénicillinase de large
spectre’
BGN (entérobactéries,
aérobies strictes...)

BLSE?
BGN (entérobactéries,
aerobies strictes..)

Carbapénémases type
KPC (entérobactéries...)

Naturelle chromosomique
'Klebsiella (TEM)
*Kluyvera (CTX-M15)

B-lactamases de
classe B

|

Carbapénémases
métallo enzyme
inhibées par EDTA

|

Type NdM, VIM, IMP
PSA

Acinetobacter
Entérobactéries

Naturelle chrom.
St.maltophilia (L2)

B-lactamases de
classe C

|

Céphalosporinase
inhibée par cloxacilline
Produite ou
hyperproduite

|

Type AmpC

-Constituf : E.coli,
Acinetobacter
-Inductible:
Entérobactéries 1l PSA
-Plasmidique :
Klebsiella

Naturelle chrom.
Entérobactéries I, IlI
PSA

B-lactamases de
classe D

|

Oxacillinases
Peu inhibée par
I’ac.clavulanique

|

Oxacillinases spectre
étroit

Acinetobacter

PSA

Oxacillinases spectre
large ou
carbapénémases
Enterobactéries (OXA
48)

Acinetobacter

- PSA

Tableau 1 : Types de B-lactamases d’apres la classification d’Ambler
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Il existe aujourd’hui des centaines de [3-lactamases identifiées. Elles sont classées en 4 types
de B-lactamases selon la classification d’Ambler (Tableau 1).

Les derniers P-lactamases identifiés sont carbapénemases qui présentent un tres large
spectre et sont capables d’inactiver les carbapénemes, ainsi que la majorité des autres
betalactamases.

Mise a part les B-lactamases, il existe d’autres enzymes comme les acétylases, les adénylases
ou phosphorylases (fréquemment rencontrées chez A.baumannii) qui sont responsables de
la résistance aux aminosides (gentamicine, amikacine ou tobramycine parmi d’autres) (Decré
2012)

Il existe néanmoins des molécules capables d’inhiber ces enzymes. L’acide clavulanique par
exemple, est produit par Streptomyces clavuligerus (Brown et al. 1976) et est associé a
I’amoxicilline pour donner I’Augmentin®, un des antibiotiques les plus vendus au monde
(Grange et al. 1990 ; Stapleton et al. 1995). Le tazobactam (acide sulfone triazolylméthyl

pénicillanique) (Aronoff et al. 1984) est associé avec la piperacilline (Bush et al. 1993).

L’excrétion active :

L’efflux d’antibiotiques a été observé pour la premiére fois avec la tétracycline a la fin des
années 1970 (Levy and McMurry, 1978). Une fois entré dans la cellule bactérienne,
I’antibiotique subit I'effet d’'une pompe membranaire (de type transporteur) qui le rejette tel
qguel dans le milieu extérieur. Ce mécanisme est un des principaux mécanismes de résistance
de P.aeruginosa. |l peut étre exprimé par des nombreuses bactéries a Gram négatif ou a
Gram positif dont des souches de Staphylococcus ou de Streptococcus.

Ce type de résistance est typique chez les macrolides et les tétracyclines. A la différence des
bactéries a Gram positif, les bactéries a Gram négatif possédent un nombre important de
« transporteurs » d’antibiotiques, dont la plupart ont un spectre large (ce qui peut affecter a
un grand nombre d’antibiotiques) (Mesaros et al. 2007).

Ainsi la surexpression de la pompe AdeABC présente dans 80% des souches d’A.baumannii
(Nemec et al. 2004) implique une diminution de la sensibilité aux P-lactamases, aux
aminoglycosides, aux fluoroquinolones, aux tétracyclines, a la tigécycline et au

chloramphénicol (Magnet et al. 2001).
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1.4.3 Les bactéries multi-résistantes (BMR)

Le terme « multi résistance », fait référence a une bactérie qui, du fait de I'accumulation de
résistances naturelles ou acquises, n'est plus sensible qu’a un petit nombre d'antibiotiques,
et présente une résistance a au moins 3 familles d'antibiotiques (Lozniewski and Rabaud
2010). Ces bactéries sont référencées par certains organismes comme le RIPIN (Réseau Inter-
hospitalier de Prévention des Infections Nosocomiales), le C-CLIN (Comité de Coordination
de Lutte contre les Infections Nosocomiales). Elles représentent 20 a 30% des infections

nosocomiales (Godreuil et al.2007).

Les bactéries multirésistantes (BMR) concernent principalement les infections hospitaliéres.
L'absence de BMR est un indicateur de qualité des établissements de santé (Secrétariat
d’Etat a la Santé et a I’action sociale 1999). Les BMR peuvent aussi concerner les infections
communautaires (Chen et al. 2009). L’association de plusieurs mécanismes de résistance a
transformé des bactéries peu pathogenes en BMR comme P.aeruginosa ou A.baumannii
(Hamouche et Sarkis 2012).

Parmi les BMR impliquées dans les infections nosocomiales nous avons sélectionnée
guelques-unes qui ont fait I'étude de cette thése, et qui font partie des quatre bacilles a

Gram négatif les plus rencontrés en milieu hospitalier (Mulvey and Simor2009) :

Pseudomonas aeruginosa

Bactérie saprophyte présente en milieu aqueux. Ce bacille a Gram négatif est généralement
une bactérie peu agressive mais peut devenir pathogene dans certains cas, surtout chez les
patients immunodéprimés. Cette bactérie a la capacité de devenir tres résistante aux
antibiotiques.

Cette bactérie est responsable d’infections cutanées, iatrogenes, oculaires, ou digestives. On
peut citer aussi les bronchopneumopathies (fréquentes chez les patients atteints de
mucoviscidose, cancer ou leucémie). En cas d’infection grave ou multirésistante, le
traitement de cette bactérie implique l'utilisation d’une bithérapie en associant une -
lactamine avec des carbapénémes, aminosides ou fluoroquinolones.

Pseudomonas, a aussi la capacité de produire des pigments, ce qui I'a fait connaitre sous le
nom de bacille pyocyanique (« pus bleus»). Ces pigments sont des sidérophores

(transporteurs de fer) (Neilands 1995), qui récupérent le fer de I'environnement pour le
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mettre a disposition de la bactérie, ce qui favorise la prolifération bactérienne (Guillot et al.
2000 ; Neilands 1995). Ces pigments peuvent promouvoir la production de radicaux libres
d’oxygéne par les globules blancs polynucléaires (éosinophile, neutrophile et basophile)

(Guillot et al. 2000)

Entérobactéries

e Escherichia coli :
Bactéries commensales dont le chef de file est E.coli. E.coli est un bacille a Gram négatif de la
flore intestinal de I’'étre humain. Si la plupart des souches d’E.coli sont inoffensives et
sensibles a la plupart des antibiotiques, certaines peuvent étre pathogenes et responsables
de séveres infections urinaires, de gastro-entérites ou de septicémies. E.coli est
naturellement sensible a la plupart des antibiotiques (Vu-Thien 1998). Néanmoins pour un
grand nombre de souches E.coli, on observe des résistances aux pénicillines (De Mouy et al.
1996), aux céphalosporines de 3°™ génération (C3G), a I'lamoxicilline + acide clavulanique et
au céfixime (Goldstein et al. 1997). De nombreuses études ont montré que le mécanisme de
résistance le plus souvent rencontré chez E.coli est la présence d’'une pénicillinase
plasmidique (De Mouy et al. 1996 ; Nguyen et al.1994 ; Weber et al. 1995 ; Stapleton et al.
1995).
e Klebsiella pneumoniae

Elle est surtout responsable d’infections des voies respiratoires. Elle s’est, dans les années
80-90, avérées résistantes a plusieurs antibiotiques comme les céphalosporines de 3éme
génération ou les aminosides, par acquisition de plasmide, mais restait sensible aux
carbapénemes. Dans les années 90 et concernant Klebsiella, 14% des souches étaient
productrices de -lactamases a spectre étendu (BLSE). Ce taux est variable selon les pays et
peut attendre des valeurs trés élevées (Chen et al. 2009). Aujourd’hui, I'émergence de
Klebsiella productrice de carbapénemases représente un danger de santé publique par le

risque de dissémination de ces souches totorésistantes.

Acinetobacter baumannii

Il s’agit d’'une bactérie opportuniste (Bergogne-Berezin et al. 1987 ; Bouvet and Grimont

1986 ; Glew et al. 1997) responsable d’infections nosocomiales, plus particulierement dans
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les services de réanimation (Drault et al. 2001) acquises essentiellement par transmission
croisée.

Dans les années 70, A.baumannii était une bactérie peu pathogéne et sensible a la plupart
des antibiotiques. A partir des années 90, des souches résistantes ont été responsables de
véritables problémes épidémiques (Bergogne-Berezin et al. 1996 ; Bergogne-Berezin 1995 ;
Bouvet and Joly-Guillou 2000).

Grace a son grand pouvoir d’adaptation, A.baumannii a développé une grand diversité de
mécanismes de résistance (enzymes d’inactivation, pompes a efflux ou imperméabilité parmi
d’autres). L'étude de son génome a beaucoup apporté a la connaissance de ces mécanismes
de résistance (Decré 2012). Ainsi, par exemple, cette bactérie posséde dans son génome des
genes codant pour la production de -lactamases (Decré 2012) qui ne s’exprime pas toujours
(céphalosporinase, oxacillinase).

A.baumannii a développé des résistances aux antibiotiques par acquisition des geénes
d’especes plus ou moins proches ou des mutations. L'imipenéme reste la B-lactamine de
référence pour le traitement des infections a Acinetobacter.

Cependant, aujourd’hui de nombreuses souches sont résistantes aux carbapénemes par
production de carbapénemases. A.baumannii a développé aussi des résistances aux
aminosides (mécanismes d’inactivation enzymatique ou d’efflux), aux fluoroquinolones
(mutations au niveau des génes a 'origine de ’ADN gyrase et la topoisomérase IV) ou a la

rifampicine (systemes d’efflux et génes de résistance).

1.5 L’avenir de I'antibiothérapie

La résistance bactérienne aux antibiotiques représente I'un des plus importants problémes
rencontrés en thérapeutique hospitaliére. Le nombre d’antibiotiques actifs se réduit et la
résistance aux antibiotiques est donc devenu un probléeme de santé publique. L'idée de qu’il
existera toujours des nouveaux antibiotiques commence a disparaitre dans les années 90.
Comme le déclare le microbiologiste Stuart Levy, « Il pourrait arriver un jour ou les
antibiotiques ne seront plus qu’un fait d’intérét historique » (Levy, 1992).

L'industrie pharmaceutique s’est peu a peu désengagée de la recherche en antibiothérapie
car peu rentable économiquement et peu de molécules nouvelles sont mis sur le marché

depuis quelques années.
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Une des questions que nous pouvons nous poser est de savoir si nous sommes capables de
prévoir les résistances du futur, ce que nous n’avons pas su faire depuis I"apparition des
antibiotiques.
Sommes-nous capables aujourd’hui de valoriser une molécule dont nous aurons besoin dans
guelgues années ? La recherche et le développement des nouveaux antibiotiques sont tres
couteux et risqués. Il faut au minimum 10 ans d’investigation et plusieurs centaines de
millions d’euros d’investissement avant la commercialisation d’un nouvel antibiotique
(Trémolieres et al. 2006, Cohen 2006).

Plusieurs chercheurs ont consacré des études a la recherche de nouvelles molécules
d’origine végétale qui possederait des propriétés antibactériennes. Des plantes utilisées
dans la médicine ancienne, commencent a attirer 'intérét des scientifiques qui trouvent

dans leurs molécules chimiques, une nouvelle opportunité de lutter contre les bactéries.

2. LES COMPOSANTS DES HUILES ESSENTIELLES

Comme alternative aux antibiotiques conventionnels nous avons travaillé avec les
composants aromatiques majoritaires des 3 huiles essentielles, le clou de girofle (I'eugénol),
la cannelle (le cinnamaldéhyde), et I'origan (le carvacrol). Ces HE ont été sélectionnées par
I’entreprise Eydo pharma.
Les HE sont des mélanges naturels complexes de métabolites secondaires, volatiles,
(Kalemba and Kunicka, 2003), complexes et variables. Les HE sont connues pour leurs
propriétés antiseptiques (bactéricide, virucide, fongicide, antiparasitaire), anti-
inflammatoires, analgésiques, localement anesthésiantes, spasmolytiques, anticongestives,
antihistaminiques, anticonvulsivantes, anticancérigenes, anti-mutagéniques, anti-oxydantes)
(Yoo et al. 2005, Bakkali et al.2008).
Certaines huiles essentielles semblent également avoir un effet virucide méme si elles ne
sont applicables qu’a un nombre réduit de souches virales (Degryse et al. 2008).
En général, leur activité est inférieure a celle exercée par les antibiotiques d’origine
microbienne (Tegos et al. 2002 ; Lewis and Ausubel, 2006), raison pour laquelle les
concentrations nécessaires pour exercer une action bactérienne sont plus élevées. Entre
100pg/mL et 1000ug/mL pour les huiles essentielles et de 0.01pg/mL 10ug/mL pour les
antibiotiques (Guinoiseau 2011 ; Tegos et al. 2002).
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Elles sont présentes dans tout le regne végétal, néanmoins elles sont particulierement
abondantes chez certaines familles : coniferes, rutacées, ombelliferes, myrtacées et labres.
Dans la plante, les huiles essentielles ont des réles bien particuliers (attraction des insectes
pollinisateurs, action répulsive dur les prédateurs, inhibitions de la germination ou méme
communication entre végétaux par émission de signaux chimiques), permettant a la plante
de contréler ou réguler son environnement.

Méme si les huiles essentielles ont été déja utilisées par les Grecs ou les Egyptiens dans
I'antiquité, c’est a partir des années 60 que l'industrie commence a s’y intéresser surtout

pour la parfumerie ou méme des produits alimentaires.

Selon la définition de la norme francaise NF T75-006 (AFNOR, 1980) (Association Francaise
de NORmalisation), I'huile essentielle est « un produit obtenu a partir d’'une matiéere
premiere végétale, soit par entrainement a la vapeur, soit par des procédés mécaniques a
partir de I'épicarpe des Citrus, soit par distillation seche » (Pibiri. 2005). Cette définition
exclut les produits obtenus par extraction a 'aide de solvants ou par des autres procédés
(Bruneton 2005) La norme NF T75-002 définit les regles générales d’étiquetage et de
marquage pour les récipients contenant les HE.

Les HE peuvent étre extraites de tous les organes de la plante ; des sommités fleuries, des
racines ou rhizomes, des écorces, du bois, des fruits, des graines ou des feuilles. La plante
élabore les huiles essentielles au sein du cytoplasme de certaines cellules, elles se séparent
par synérese (séparation du liquide d’un gel) sous forme des petites gouttelettes et elles
sont stockées dans des structures spécialisées (cellules a huile essentielle, cellules a poils

excréteurs ou canaux excréteurs).

L’entrainement a la vapeur

C’est la méthode la plus utilisée pour I'extraction des huiles essentielles, elle repose sur le
principe de la distillation, les plantes sont mises dans une cuve remplie d’eau et portée a
ébullition. (Bruneton 2005). Les vapeurs sont condensées et les huiles séparées par

différence de densité.
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Pression a froid

Tres utilisée pour extraire I'huile essentielle des agrumes, les fruits sont pressés a froid et

I’huile essentielle est séparée du jus par centrifugation

2.1 Composition chimique des HE

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes de parfois plus de 100 molécules qui
peuvent étre des composants aliphatiques de faibles poids moléculaires (alcanes, alcénes,
aldéhydes, cétones...), monoterpénes, sesquiterpénes et phénilpropanes. Le nombre des
molécules chimiques distinctes qui constituent une huile essentielle est variable. La plupart
sont poly-moléculaires, c’est-a-dire, composés d’une grande diversité de composés (jusqu’a
500 molécules différentes dans I’huile essentielle de rose) (Bauer et al. 2001) (Burt. 2004).
Les HE sont homogeénes ou hétérogénes dans leur composition au regard de la structure

chimique des composés.

Du point de vue chimique les huiles essentielles peuvent se classifier en fonction de leur

nombre d’atomes de carbone :

Monoterpénes (C10) et sesquiterpénes (C15)

Les terpénes sont des hydrocarbures d’origine naturelle, formés a partir d’unités 'isoprene
(CsHg) (2-méthylbutadiene) (Figure 7), la grande majorité des terpénes proviennent du régne
végétal, mais on peut aussi les retrouver chez les animaux sous la forme de phéromones ou

hormones chez certains insectes.

=

Figure 7: Formule chimique de lisopréne (unité principal des terpenes) (2-méthyl
butadiene)

Les monoterpénes sont les constituants les plus simples des terpénes. lls sont formés a
partir du couplage de deux unités d’isoprene. Le carvacrol est classé dans les groupes des
monoterpénes de la méme maniére que d’autres substances comme le géraniol ou le

menthol.
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Ces molécules sont des terpénes de 10 a 15 atomes de carbone dérivés synthétiquement du
geranilpirophosphare (GPP) pour les monoterpenes et du farnesilpirophosphate (FPP) pour
les sesquiterpénes (Martinez 2001). lls sont classés aussi par rapport au nombre de leurs

cycles présents dans leurs structures (acycliques, monocycliques, bicyclique, etc.).

Les monoterpénes et en général tous les composés terpéniques naturels, se biosynthétisent
a partir de l'acetylcoA a travers d’un intermédiaire commun qui est I'acide mévalonique
(Mcgarvey and Croteau 1995). Néanmoins, récemment il a été montré que certains terpénes
se synthéthisent pas une voie différente qui implique le pyruvate, le glyceraldéhyde-3-
phosphate et un intermédiaire de 5 atomes de carbone : 1-désoxy-xylulose-5-phosphate

(Adam and Zapp 1998).

Phénilpropénes

A ce groupe, appartiennent des molécules comme le cinnamaldéhyde ou l'eugénol. Ces
molécules se caractérisent par un benzéne attaché a une chaine de trois carbones et qui

dérivent de I'acide shikimique (Figure 8), isolé pour la premiére fois de la plante asiatique

[llicium.
COoH 0
_ > =7 "H
HO" ™~ YOH OCH,4
OH OH
Acide shikimigue Eugénol Cinnamaldéhyde

Figure 8 : Synthése de I'’eugénol et du cinnamaldéhyde a partir de I’acide shikimique

Cette chaine peut se présenter dans des différents états d’oxydation. Dans notre cas, nous
avons un groupe méthyle avec une insaturation pour I'eugénol et un aldéhyde pour le
cinnamaldéhyde.

Le cycle aromatique peut étre substitué dans les carbones 3, 4 et 5 (comme dans le cas de
I'eugénol qui présent un groupement hydroxyle dans le C4 (para) et un groupement
méthoxy dans le C3 (méta).

Le carvacrol (5-isopropyl-2-methylphenol) est un composé phénolique (Edwin et al. 2006)

appartenant a la famille des monoterpénes. L’eugénol (4-allyl-2-méthoxyphénol) fait partie
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des dérivés du phénylpropane. Les phénols sont des composés chimiques aromatiques
portant une fonction hydroxyle. Ce sont des acides faibles (pKa_10). Leur mésomérie, due au
cycle aromatique, leur confére une grande stabilité. Ce méme cycle posséde une forte
électronégativité due a I'environnement trigonal du carbone de la liaison R-OH (Organique

BCPST 1&2, des biomolécules aux médicaments, 2011).

Le cinnamaldéhyde ((2E)-3-phenylprop-2-enal) appartient a la famille des phénilpropanes,
qui se caractérisent par un cycle aromatique lié a une chaine de 3C, toutes ces molécules

dérivent de I'acide shikimique

L’huile essentielle de cannelle contient du cinnamaldéhyde et de I'eugénol (Ross 1976 ;
Angmor et al. 1972). Elle contient aussi des résines cyanogéniques et de I'acide
hydrocyanique qui posseédent des propriétés antibactériennes. Le cinnamaldéhyde est tres

actif contre de nombreuses bactéries a Gram négatif et Gram positif ;

Le composé possede de nombreuses propriétés : anti-microbien, anti-infectieux intestinal,
anti-parasitaire antifongique, stimulant de I'activité cardiaque et de la motricité gastro-

intestinale. C'est aussi un anti-infectieux urinaire.

Le cinnamaldéhyde, lorsqu’il est concentré, irrite la peau et peut s’avérer toxique s’il est

présent en grandes quantités, mais il ne semble pas cancérogéne.

Ce composé fait partie des aldéhydes et dérive du phénylpropane. L'atome de carbone de la
double liaison C=0 (délocalisation des électrons de la liaison 7 sur I'oxygéne) est électrophile
et réagit avec les donneurs d’électrons (Chimie Organique BCPST 1&2, des biomolécules aux

médicaments, 2011).

Chez E.gerogenes, le cinnamaldéhyde a la capacité de se fixer aux protéines intra-
cytoplasmiques par une inactivation des aminoacides décarboxylases (Wendakoon et
Sakaguchi, 1995) et d’interférer avec les mécanismes de régulation du quorum-sensing (Niu
et al., 2006). Ce quorum-sensing correspond a I’'ensemble des mécanismes régulateurs qui
controlent I'expression de certaines bactéries au sein d’une méme population (Miller and

Bassler 2001).
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OH 3

Figure 9 : Structure chimique du carvacrol (1), du cinnamaldéhyde (2) et de I'’eugénol (3)

2.2 Mode d’action des huiles essentielles
Méme si les propriétés antibactériennes des huiles essentielles ont été tres largement

utilisées dans le passé, les mécanismes d’action n’ont pas été completement élucidés.

L'action bactéricide des huiles essentielles, tient autant de leur structure chimique de de
leurs composants, que de leur proportion ou des interactions qui peuvent exister entre eux
(Burt. 2004). Etant donné la grande variabilité de structure chimique des composants
majoritaires des huiles essentielles, il est probable que leur activité antibactérienne résulte
de l'association de plusieurs mécanismes, qui s’exercent sur différents cibles cellulaires

(Burt. 2004). Les principaux mécanismes antimicrobiens sont :

La perméabilisation de la membrane plasmique

Grace a sa nature lipophile, une huile essentielle a la capacité de s’insérer dans les acides
gras de la membrane des bactéries, en perturbant leurs fonctions vitales (Carson et al. 2006 ;
Sikkema et al. 1994). Le carvacrol semble augmenter la perméabilité membranaire (Lambert
et al. 2001) en détruisant aussi la membrane externe des bactéries a Gram négatif (Helander

et al. 1998).

Les pertes ionigues

L'altération de la membrane bactérienne peut aussi avoir des conséquences sur le bilan
ionique de la bactérie, la fixation aux protéines et enzymes membranaires peut conduire a
I'inhibition des enzymes catalytiques de la membrane (chaine respiratoire) et des pompes a
efflux (mécanismes de résistance). La fuite de protons provoque donc une chute de la force

protomotrice ce qui entraine une diminution de la synthése d’ATP intracellulaire (Ultee et
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Smid 2001). Ce mécanisme est caractéristique du cinnamaldéhyde, du carvacrol ou de

I’eugénol (Gill and Holley 2004, 2006)
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Figure 10 : Schéma des mécanismes d’action des huiles essentielles

Le carvacrol

Malgré les études menées ces derniers années, les mécanismes d’action du carvacrol n’ont
pas complétement été élucidés (Veldhuizen et al. 2006). Son hydrophobicité favorise son
interaction avec la membrane bactérienne.

Il a été montré une capacité a altérer la membrane de la bactérie en affectant a la fois, la
force motrice des protons et le gradient de pH et le flux d'électrons a travers la membrane

(Ultee et al. 2002 ; Helander et al. 1998).

Le cinnamaldéhyde

Le mécanisme d’action du cinnamaldéhyde a été décrit pour la premiere fois par
Wendakoon et Sakagutxi en 1995, ou le groupement carbonyl du cinnamaldéhyde se fixe aux
protéines bactériennes ce qui empéche I'action des acides aminés décarboxylase

(Wendakoon et Sakaguchi. 1995).

Des nombreuses études ont prouvé qu’il existe un effet synergique entre le cinnamaldéhyde
et d’autres terpénes présents dans les huiles essentielles, telles que le thymol, le carvacrol
ou l'eugénol. Dans une étude menée par Moleyar et son équipe, un effet synergique entre le
cinnamaldéhyde (250ug/mL) et I'eugénol (500ug/mL) a été observé chez Staphylococcus,
Micrococcus, Bacillus et Enterococcus (Moleyar et al. 1992). L'équipe de Zhou a montré que
Iutilisation combinée du cinnamaldéhyde avec le thymol et/ou le carvacrol avait un fort

effet synergique (Zhou et al. 2007). Le thymol et le carvacrol vont désintégrer la membrane
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des bactéries a gram négatif, libérer les lipopolysaccharides (LPS) et augmenter la

perméabilité de la membrane cytoplasmique pour I’ATP (Lambert et al. 2001).

Le thymol et le carvacrol semblent faciliter le passage du cinnamaldéhyde a travers la
bactérie. De plus le thymol et le carvacrol pourraient augmenter le nombre, la taille et la
durée d’existence des pores créés par la liaison du cinnamaldéhyde aux protéines de la

membrane bactérienne (Zhou et al. 2007)

3. LANANOENCAPSULATION

Les nouvelles techniques de formulation innovante travaillent dans le développement des
systemes colloidaux, et parmi eux, la nanotechnologie commence a prendre de I'ampleur.
De nos jours des laboratoires pharmaceutiques ou cosmétologiques s’intéressent aux
nanotechnologies dans le but de délivrer d’'une manieére plus ciblé leur principe actif.

Dans cette thése nous avons utilisé des systémes nanoparticulaires dans le but de protéger
nos composants terpéniques et permettre leur administration par voie intraveineuse. Etant
donné les caractéristiques lipophiles de ces composants, nous avons fait le choix de les nano
encapsuler. Grace a une action plus ciblée, les nano-vecteurs ont pour objectif une meilleure
efficacité thérapeutique tout en réduisant la dose de médicaments utilisés pour réduire les

effets secondaires.

3.1 Objectifs de la vectorisation. « Le vecteur idéal »

Lorsqu’un nanovecteur est administré dans I'organisme, il doit franchir différentes barrieres
pour pouvoir exercer son effet.

Un des rbles principaux de I’encapsulation est de protéger le principe actif avant qu’il
n’arrive a sa cible. Le principe actif, des huiles essentielles dans notre cas, est encapsulé a
I'intérieur de ces vecteurs afin d’éviter sa dégradation et en raison de son caractére
lipophile, pour pouvoir I'administrer dans le corps humain.

Une fois que les vecteurs ont pénétré dans I'organisme, ils peuvent étre pris en compte par
le systéme immunitaire (hnotamment les macrophages).

Les macrophages sont des cellules sanguines responsables de la protection de I'organisme

en détruisant les agents pathogénes ou étrangers. Ces derniers activent ainsi le systeme
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immunitaire, raison pour laquelle les nanocapsules doivent étre furtives a fin de prolonger
leur temps circulation dans le sang.

La phagocytose est le mécanisme par lequel certaines cellules sanguines comme les
monocytes ou les macrophages, englobent et digerent les corps étrangers (bactéries,
déchets cellulaires, particules, etc.). Ces cellules possedent des récepteurs pouvant
reconnaitre des particules comme étrangeres (Socha 2007)

De fagon usuelle, une de manieres de rendre furtif un nanovecteur est la pégylation. La
pégylation consiste a recouvrir la surface de la nanocapsule avec des chaines de
polyethiléneglycol (PEG). Le polyéthyléne glycol (Figure 11) est un polymere hydrophile.
Dans notre cas, les chaines d’oxyde d’éthyléne (provenant de la molécule tensioactive :
hydroxy stéarate de PEG 660) sont déja présentes a la surface de la nanocapsule et sont
capables de rendre furtive la nanocapsule vis-a-vis des macrophages comme cela a pu étre

montré dans plusieurs études, in-vivo et in-vitro (Perrier et al. 2010 ; Morille et al. 2010)

HO\,{/\O/\h{OH

Figure 11: Formule chimique du polyéthyléene glycol

Le « vecteur idéal » doit permettre :
- de protéger le principe actif encapsulé de la dégradation,
- d’étre furtif afin d’éviter son élimination par le systeme immunitaire,
- d’atteindre la cible,

- de délivrer le principe actif intact afin de permettre une action thérapeutique.

3.2 Les différents types de nanovecteurs

Les liposomes

Les liposomes sont des vésicules sphériques composées d’une ou de plusieurs bicouches
lipidiques (Bangham et al. 1965 ; Lorin et al. 2004) avec un coeur aqueux (Perrier 2010). Les
liposomes peuvent étre classés selon leur taille et leur structure. Les liposomes sont

relativement aisés a préparer et ils sont utilisés dans l'industrie cosmétologique et
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pharmacologique en tant que vecteurs, pour la délivrance de principes actifs ou méme des

vaccins.

Micelles

Les micelles sont des nano-assemblages composés de molécules amphiphiles (avec une téte
polaire et une chaine hydrophobe dirigé vers l'intérieur dans le cas d’une phase externe
aqueuse). Elles sont capables de s’auto-organiser en formant des structures de topologies
variables structure a partir d’'une concentration donnée appelée concentration micellaire

critique (CMC). Au-dessus de cette concentration, elles se forment spontanément.

Nanoparticules polymériques

Les nanosphéres sont constituées par un coeur polymérique solide, pouvant étre cristallin

dans le cas de nanoparticules lipidiques solides.

Dendriméres
Il s’agit des polymeres ramifiés constitués par des monomeres autour d’un cceur central.
Apres quelques générations, le dendrimere prend une forme sphérique. Ces dendrimeéres

ont des propriétés particulieres de solubilité, viscosité et stabilité thermique.

3.3 Les nanocapsules au cceur lipidique

Nous nous sommes spécialement intéressés a la formulation des nanocapsules a coeur
lipidique (NCL) développées au début des années 2000, au sein du laboratoire Inserm 1066.
Ces nanoparticules présentent plusieurs avantages qui font d’elles un bon choix pour la
vectorisation de principes actifs lipophiles tels que les huiles essentielles avec lesquelles
nous travaillons.

Elles sont constituées d’un cceur huileux de triglycérides (Labrafac®) et d’'une coque rigide
hydrophile constituée de lécithine et de chaines de PEG, le solutol® HS15 (PEG 660 et de
I’hydroxystéarate de PEG 660 dans des proportions 30/70).

La lécithine de soja (Lipoid) est ajoutée en tant que co-tensioactif pour rigidifier la coque

(Allard 2008).
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Le NaCl a un role sur la température d’inversion de phase qui permet de les formuler: plus la
guantité de NaCl est élevée, plus la température d’inversion de phase est réduite (Allard
2008)

Ces nanocapsules de tailles monodisperses et contrélables dans une gamme (20nm, 200 nm)
sont fabriquées par la technique d’inversion de phase de systémes émulsionnés. Ainsi le
protocole de fabrication ne comporte pas de solvants organiques et correspond a un
procédé de basse énergie non dénaturant pour les actifs quand bien méme on réussit a
prouver que les huiles supportent les variations thermiques nécessaires a leur encapsulation.
Depuis les années 2000, ces objets colloidaux ont été valorisés par plus de 200 publications

et par 6 brevets.

3.3.1 Encapsulation des huiles essentielles

Jusqu’a présent, les huiles essentielles sont classiquement administrées par inhalation a
I'aide de diffuseurs (a froid ou chauffants) ou des diffuseurs électriques.

Ces derniers sont dotés d’une pompe qui nébulise les huiles essentielles qui sont alors
transformées en microparticules (typiquement 0.5um) facilement inhalables.

De ce fait, la voie respiratoire reste une des voies les plus favorables pour administrer des
huiles essentielles a I'organisme.

La voie cutanée est une autre moyen d’administration trés utilisé avec les huiles essentielles,
par massage a une concentration de 5-10% (elles ont des propriétés anti-inflammatoires
contre les affections musculaires ou tendineuses), elles peuvent étre également utilisées
dans des bains (pré-diluées dans du gel de douche ou de I'alcool)

L'industrie cosmétique développe de plus en plus des crémes, avec dans ses composants,
des petites quantités d’huiles essentielles pour favoriser la cicatrisation (huile essentielle de
lavande) (Vakilian et al. 2011), ralentir le vieillissement de la peau (huile essentielle de
Tagetes erecta) (Leelapornpisid et al. 2014) ou méme traiter la couperose ou |'acné (huile
essentielle de citron, de gingembre ou de basilic) (Lertsatitthanakorn et al. 2006).

La voie orale reste une voie assez directe et trés utilisée surtout lorsque les huiles
essentielles sont utilisées dans l'industrie agro-alimentaire en tant que conservateurs ou

antibactériens (Badei et al. 2002 ; Burt 2004 ; Hulin et al. 1998).
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Un des buts de cette these est d’utiliser la voie intraveineuse pour I'administration des huiles
essentielles nanoencapsulées. Ce travail n’est pas le premier essai d’encapsulation des huiles
essentielles utilisant des nanoparticules sphériques. On peut citer des nanoparticules de
zéine (principale protéine du mais qui possede en plus des propriétés antibactériennes)
(Parris et al.2005 ; Carlin et al. 2001).

On peut citer aussi les cyclodextrines, molécules d’origine naturelle permettant d’encapsuler
des molécules (Marques 2010 ) grace a leur structure en cage. Les cyclodextrines sont
capables d’encapsuler des substances hydrophiles et lipophiles en formant des complexes
d’inclusion.

On peut citer aussi les procédés d’atomisation (Spray-dried encapsulation) (Beristain et al.
2001) ou micellaires (Donsi et al. 2011 ; Gaysinsky et al. 2005). Finalement on trouve aussi
des procédés impliqguant des nanoémulsions. (Liang et al. 2012 ; Sakulku et al. 2009) ou des
microémulsions (Gaysinsky et al. 2007)

Notre méthode semble une bonne alternative pour I'encapsulation des composants de
nature lipidique comme le sont le carvacrol, le cinnamaldéhyde ou I'eugénol. Dans le
processus d’encapsulation il faut tenir compte du fait que les huiles essentielles sont des
substances tres sensibles a I'oxydation, la lumiere et la chaleur.

Comme le reste des huiles, elles sont insolubles dans I'eau, et dispersibles dans des solvants
organiques comme le diméthyl sulfoxyde (DMSO) ou dans d’autres huiles végétales comme

le Labrafac® (portion huileux utilisé dans la formulation des NCL).

[ -Labrafac
- DSPE-PEG
e Solutol

a- cinnamaldehyde
b- carvacrol
c- eugenol

Figure 12: Image schématique d’une nanoparticule lipidique (LNC)
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Eydo pharma, créée en 2004, sous le nom d’Aromatechnologies est une entreprise
spécialisée dans I'élaboration de nouveaux modes d’administration médicamenteux (drug
delivery system) issus de I'ingénierie du végétal.

Cette entreprise a commencé ses recherches dans le secteur de la nutrition animale
(Coopérative des Fermiers de Loué) grace a des solutions contenant un mélange de trois
huiles essentielles (origan, cannelle et clou de girofle) contre les maladies parasitaires des
galliformes.

En 2004, Aromatechnologies a mis en place une collaboration avec une unité INSERM (UMR-
S 1066 Micro et Nanomédecines Biomimétiques (MINT), Jean-Pierre Benoit et Patrick
Saulnier) et le CHU d’Angers (GEIHP Equipe de bactériologie, Marie-Laure Joly-Guillou) qui lui
a permis d’opérer dans deux domaines. Le premier est axé sur le biopharmaceutique et les
nanomédecines et le deuxieme, |'utilisation des huiles essentielles comme alternative aux
antibiotiques conventionnelles.

C’est grace a cette union que 3 théses doctorales se sont proposées : une premiéere en 2009
avec la doctorante Tram Pham et 2 autres en 2012 menées par Angélique Montagu et moi-
méme. En 2013, Aromatechnology changera son nom par Eydo et se divisera donc dans 2

grands groupes, Eydo pharma et Eydo ingredients.

Les objectifs de cette thése qui sont aussi les objectifs d’Eydo pharma, se sont basés sur 4

points principaux :

a) Développer des nanoparticules pour ’administration des composants terpéniques
des huiles essentielles.

Dans un premier temps nous cherchons a encapsuler des composants terpéniques au cceur
des nanocapsules lipidiques, et trouver la formulation la plus stable et efficace avec un ou
plusieurs principes actifs (eugénol, carvacrol et cinnamaldéhyde).
Cette partie de la these a été commencé par Tram Phan qui travaillait avec une association
de trois huiles essentielles (huile de cannelle, huile d’origan ou huile de clou de girofle).
Dés le début de cette these, la continuité de ces études ont été menées parallelement avec

Angéliqgue Montagu en travaillant principalement avec les composants purs des huiles
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essentielles  utilisées par Tram  (eugénol, cinnamaldéhyde ou carvacrol).

Notre objectif personnel a donc été :

b) Tester in-vitro I’efficacité de ces nanocapsules et en étudier la synergie d’action lors
de leur association avec des antibiotiques.
Nous avons testé |'efficacité des NCL in-vitro par des différents méthodes comme la
concentration minimale inhibitrice (CMI) et la cinétique de bactéricidie sur 24heures, seuls
mais aussi en association avec des antibiotiques dans le but de mettre en évidence une
alternative vis-a-vis la résistance aux antibiotiques. Avant d’envisager les associations avec
les antibiotiques, une revue bibliographique a été réalisée afin de mieux connaitre I'état de

I'art sur ce sujet

c) Tester in-vivo I'association NCL-antibiotiques
Dans un dernier temps, nous testeront in-vivo les associations qui se sont avérées
synergiques, sur un modele de sepsis (screening) et dans un modéle de pneumopathie sur la

petite souris.

d) Etudier les interactions et les propriétés de surface des nanocapsules et des
bactéries.
Grace a l'utilisation de différentes méthodes comme la mobilité électrophorétique ou I'angle
de contact, nous essayons de comprendre les propriétés de surface des bactéries a gram
négative surtout lors qu’elle rentre en contact avec nos nanocapsules. Ces études vont nous

permettre de mieux connaitre le mode d’action des nanocapsules vis-a-vis des bactéries.
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1.1 REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

Revue soumise a : Journal of Medicinal Plants Research
Manuscript number: IMPR/17.11.15/6013

A review of interactions between antibiotics and essential oils: research on
synergetic effects using mixed linear regression

Abstract

Essential oils have long been used in traditional medicine due to their antibacterial, anti-
inflammatory and analgesic properties. The indiscriminate use of antibiotics and the
subsequent rise in resistance constitute a public-health problem. Some essential oils have
antibacterial properties and could act synergistically with antibiotics. The combination of
antibiotics and essential oils could enhance antibacterial efficacy and limit the emergence of
resistance. The aim of this work was to compile and identify combinations proposed in the
literature. Then, mixed linear regression was used to identify the best combinations. The
results suggest that the most commonly synergistic combinations involve antibiotics with
effects on protein synthesis or DNA replication as opposed to effects on the cell wall
(OR=0.232, p-value=0.1077); however, the synergistic effects are enhanced when antibiotics
active against the cell wall are used in combination with aromatic ethers (ROR) (OR=49.979,

p-value: 0.1113).
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Introduction

Antibiotic resistance is increasing steadily around the world and represents a major public-
health challenge. New antimicrobial strategies are needed, but there are few promising
options in development. The pharmaceutical industry is producing fewer new antibiotics
than in the past, and political action should be taken to better control their use.

The intensive use of antibiotics in the last past 70 years is one of the main drivers of the
widespread emergence of bacterial resistance (Barton, 2000; Sengelov et al., 2003).
Resistance to penicillin, first observed in the 1940s, was soon followed by methicillin
resistance in Staphylococcus in the '60s (Gallucci et al., 2006). The European Union (EU) has
banned the use of antibiotics as growth promoters. The animal-feed industry is under
increasing consumer pressure to reduce their use as feed additives and to find substitutes
(Hertrampf, 2001; Humphrey et al., 2002).

Nevertheless, the development of new analogues of known antibiotics, e. g., oxazolidinones,
glycopeptides, quinolones, aminoglycosides, tetracyclines and ketolides (Theuretzbacher,

2011) contributes to selection for antibiotic resistance.

Novel non-antibiotic approaches are needed. Antibiotic resistance involves various complex
mechanisms and is common in the environment. It can be natural (intrinsic) or acquired,
arising de novo through mutation or appearing through the transfer of genetic material
(plasmids, integrins) from a resistant bacterium (Hemaiswarya et al., 2008). One of the most
important resistance mechanisms is the synthesis of enzymes that selectively target, destroy
or modify antibiotics (Hemaiswarya et al., 2008).

The antimicrobial properties of plants have been investigated by researchers around the
world, especially in Latin America (Anesini and Perez, 1993).

The use of antibiotics in combination with essential oils could improve their efficacy
(Hemaiswarya et al.,, 2008; Rosato et al., 2008, 2009). For example, recent studies have
shown that compounds derived from plants can inhibit efflux pumps, which are involved in
antibiotic resistance in many species (Smith et al., 2007). These compounds also limit the
ability of the bacteria to form biofilms, which protect bacteria from antibiotics via a physical

barrier composed of exopolysaccharides (Lynch and Robertson, 2008).
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This review aims to compile studies examining combinations of essential oils and antibiotics

to develop novel antibacterial strategies to and combat antibiotic resistance.

Materials and Methods

Essential oils and components

Essential oils (EOs) are complex volatile aromatic mixtures extracted by distillation of plant
material that were first developed in medieval Arabia (Bakkali et al., 2008). EOs are known
for their antiseptic (bactericidal, virucidal, fungicidal), anti-inflammatory, analgesic, local
anesthetic, antispasmodic, anticongestive, antihistamine, anticonvulsant, anti-carcinogenic,
anti-mutagenic, and anti-oxidant properties, among others (Bakkali et al., 2008; Yoo et al.,
2005).

Essential oils stimulate the digestive system in animal models, increasing the production of
digestive enzymes and enhancing liver function (Langhout, 2000; Williams and Losa, 2001).

In nature, essential oils play an important role in protecting plants against grazers, insects
and other herbivores. They also may attract other insects to favour the dispersion of pollens
and seeds. They can be synthesised by all plant organs (Bakkali et al., 2008).

EOs are liquid, volatile, colourless, soluble in lipids and organic solvents (such as dimethyl
sulfoxyde) and generally less dense than water (Bakkali et al., 2008). They are usually
complex mixtures that may have more than 100 components and often contain 20-60
components in various concentrations (Yap et al., 2013).

Essential oils containing a high percentage of phenolic compounds, such as carvacrol,
eugenol or thymol, have the most significant antimicrobial properties. Their mechanism of
action is similar to that of other phenolic compounds. They commonly derive their
antimicrobial activity from alcohols and aldehydes.

Essential oils are produced through steam distillation or mechanical expression. During
distillation, water condensate is separated by gravity, leaving a very small amount of EO (Yap
et al,, 2013).

Components of plant extracts such as thymol, eugenol and carvacrol mainly act by disrupting
the cell membrane, leading to cell lysis and leakage of cell contents (Burt, 2004). Many
components also inhibit ATPase activity (Negi, 2012; Raybaudi-Massilia et al., 2009).

EOs are administered orally, topically, or by nebulisation or aerosolisation, depending on the

required effect (general or local). As a result, substantial toxicity data are available not only
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for the oils but also their individual components, and many are “Generally Regarded As Safe”
(GRAS) by the FDA. GRAS status has permitted the use of essential oils in food and as

additives to cosmetics, perfumes and cleaning products (Boire et al., 2013).

The components of EOs are grouped in Figure 1 and described below.

I o]
A, ~OH .y s W
canvacrol thrymeal carvone trans-cinnamaldehyde
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Figure 1 Structural formula of different components of Eos

-Carvacrol is a monoterpene phenol present in essential oregano or thyme oils (Lambert et
al., 2001). Carvacrol disrupts the membrane of Gram-negative bacteria, promoting
polysaccharide release and increasing the permeability of the membrane to ATP (Burt, 2004;

Helander et al., 1998).

-Eugenol is an aromatic phenylpropene. It is the major component of clove oil
(approximately 85%) (Farag et al., 1989). The OH group of eugenol permits binding to
proteins to interfere with enzyme activity in E. aerogenes (Wendakoon and Sakaguchi,

1995).
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-Cinnamaldehyde (trans-cinnamaldehyde) is the organic compound responsible for the
flavour and smell of cinnamon. It inhibits the growth of E. coli 0157: H7 and Salmonella
typhimurium, with effects similar to those of carvacrol and thymol at comparable
concentrations. It does not break down the outer membrane or deplete intracellular ATP

(Burt, 2004; Helander et al., 1998).

-Thymol, like carvacrol, breaks down the outer membrane of Gram-negative bacteria
(Helander et al., 1998). Its structure is very similar to that of carvacrol, though the hydroxyl
group is at a different location in the phenolic ring (Lambert et al., 2001). Thymol did not
have in vitro cytotoxicity at any tested concentration (1.5, 15 and 150 pg/mL) (Fachini-
Queiroz et al., 2012).

The combination of some of these components with antibiotics could have synergistic
effects, which could revive interest in antibiotics that are no longer effective due to rising
resistance. In addition, these combinations can be used to treat infections that are

recalcitrant to antibiotic treatment (Aiyegoro et al., 2010; Jouda, 2013).

Methods to define a synergetic interaction

According to Berenbaum (1989), in an additive interaction, the combined effect of “A” and
“B” is the sum of their effects.

In an antagonistic interaction, the combined effect is less than the sum of their separate
effects (Wagner and Ulrich-Merzenich 2009). In a synergistic interaction, the combined

effect is greater than the sum (Figure 2) (Wagner and Ulrich-Merzenich, 2009).
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Figure 2 Isoboles for zero interaction, synergy and antagonism (Image inspired by Wagner

Dose A

and Ulrich-Merzenich, 2009).

The most common methods used to determine the type of interaction between antibiotics

and EOs or EO components are described here.

Minimum inhibitory concentration and FIC index

Often, the efficacy of an antimicrobial is measured by the minimal inhibitory concentration,
or MIC. In clinical bacteriology, the MIC is defined as the lowest concentration that inhibits
visible growth of the organisms (Delaquis et al., 2002; Hammer et al., 1999; Karapinar and
Aktug, 1987; Onawunmi, 1989).

To determine the type of interaction between two substances, the Fractional Inhibitory

Concentration index (FIC index) is calculated by the method reported by Didry et al. (1994):

MIC,5 , MIC,;,
MIC, MIC,

FIC, =

where MIC, is the MIC of compound A alone and MICy/ is the MIC of compound A in
combination with compound B. MICs and MICg/s are defined in the same manner for
compound B.

The associations derived from the FIC index (Fadli et al., 2012; White et al., 1996) are

summarised in the following Table (Table 2).
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Couple Bacteria Method Interaction Reference
S. aureus - Additive Lambert et al. 2001
Thymol/carvacrol P. aeruginosa -- Additive Lambert et al. 2001
E. coli FIC index: Synergistic Pei et al. 2009
0.75
FIC index: 4 Antagonistic Galluci et al. 2009
-- Additive Rivas et al. 2010
Thymol/eugenol E. coli FIC index: 0.5 Synergistic Pei et al. 2009
B. cereus FIC index: Partially Galluci et al. 2009
0.75 Synergistic
Carvacrol/eugenol E. coli FIC index: Synergistic Pei et al. 2009
0.75
FIC index: 4 Antagonistic Galluci et al. 2009
S. aureus FIC index: 4 Antagonistic | Gallucci et al. 2009
Cinnamaldehyde/ca E. coli FIC index: 1 Additive Pei et al. 2009
rvacrol FIC index: Synergistic Ye et al. 2013
0.28
S. typhimurium -- Synergistic Zhou et al. 2007
S. aureus FIC index: Synergistic Ye et al. 2013
0.28
E. cloacae FIC index: Additive Ye et al. 2013
0.563
S. enteritidis FIC index: Synergistic Ye et al. 2013
0.28
Cinnamaldehyde/eu S. aureus -- Additive Moleyar and
genol Narasimham 1992
E. coli FIC index: 0.5 Synergistic Pei et al. 2010
Cinnamaldehyde/th E. coli FIC index: Synergistic Pei et al. 2009
ymol 0.75
S. typhimurium -- Synergistic Zhou et al. 2007

Table 2 Comparison of synergistic effects arising from the combination of different essential

oils.

Time—kill kinetics

A time-kill study characterises a significant bactericidal effect as a decrease by more than 3

logio CFU/mL (colony-forming units per millilitre) over a 24-hour incubation. An increased

effect of more than 2logiy CFU/mL between the combination and the most active single

agent (EO or antibiotic) was considered to show synergy. A decreased effect of more than 2
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log1o CFU/mL between the combination and the most active single agent was considered to

show antagonism. (Singh et al., 2009; Swenson et al., 2007).

Gaseous contact

In this method, petri dishes (chocolate agar, blood agar or MHA) are streaked with bacteria,
then placed in an airtight box with a filter paper (9 cm in diameter) soaked with essential oils
dissolved in ethyl acetate. As a negative control, a filter paper with ethyl acetate alone was
used in the aim to confirm that the solvent does not have antibacterial activity. The boxes
were incubated at 37°C overnight to determine the minimum inhibitory dose (MID),

expressed in mg/L air (Inouye et al., 2001).

Bauer-Kirby Disk Diffusion

Bauer-Kirby Disk Diffusion is used in antimicrobial-susceptibility testing. A filter paper disk is
impregnated with a standard concentration of antibiotic and placed on an agar plate onto
which one bacterial strain has been streaked. After a 16 hours incubation, the plates are
observed. Large zones of inhibition indicate susceptibility to the antibiotic, while a small or
non-existent zone of inhibition indicates resistance. To interpret this test, the results are to
the accepted cut-off values for each bacteria/antibiotic pair (Bauer et al., 1986). To examine
the interactions between essential oils and antibiotics, a quantity of the essential oil extract
was mixed with the agar before the plates were poured. Antibiotic discs were placed on the

surface. (Nweze and Eze, 2009).

Mixed linear-regression model

To summarise the results of the articles used in this review, we have developed a mixed
regression model with fixed-effects parameters and random effects in a linear predictor
calculated by the maximum-likelihood method. A classical logistic regression uses only fixed

effects. Mixed models are used when studies are heterogeneous.

Search strategy
Studies were identified from a broader search for data on the associations between
antibiotics and essential oils. The databases used were PubMed and, to a lesser extent,

ScienceDirect. We searched using different combinations of the key words “synergistic
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effect”, “antibiotics”, “essential oils”, “cinnamaldehyde”, “carvacrol”, “eugenol”, “thymol”,
“associations” and “bacteria”. Additional papers were identified from the references lists. All

searches were limited to articles or review published in English in the last 10 years.

Inclusion criteria

Inclusion criteria were as follows” original research articles published in the last ten years
that directly study synergistic, antagonistic or additive associations between essential oils
and antibiotics and their effects on yeast and bacteria that are potentially pathogenic to
humans. Ultimately, we included 23 studies in our analysis.

The aim of this analysis is to explain the synergy variable (Y), which is a binary criterion
(synergy versus no synergy) determined using the methods described above. To explain this
variable, we used the type of bacteria, the target of the antibiotic and the chemical group of
the essential oil.

The bacteria were classified in three categories (BACT variable): Gram-positive bacteria (+),
Gram-negative bacteria (-) and yeast or other bacteria, such as Mycobacterium tuberculosis
(W).

Essential oils were classified in three categories (OIL) according to their principal chemical
group: alcohols (OH), e. g., eugenol, carvacrol and thymol; aldehydes (CHO), e. g.,
cinnamaldehyde; and aromatic ethers (ROR), e. g., cineole (Table 3). Finally, we classed
antibiotics in two groups according to their mechanisms of action: activity against the
bacterial cell wall (e. g., BE-lactams, glycopeptides and phosphonopeptide) and activity
against the replication of DNA, protein synthesis. Antifungals were considered in the latter
category.

Let us consider the following mixed logistic regression model:

Z Bixi]' = BO + Bl OILU(CHO vs OH) + BZOILU(ROR vs OH) + BBBACTL](-l_ vs W) +

o2 Pixijtvoi

Pr(Y;; = 1|xi,v0:)) = T+ ZPEgrer With Yo~ N(0.0y,)
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where f; are the fixed coefficients of the model and y,; is the random intercept, which
follows a normal distribution. Coefficients are estimated by the maximum likelihood function
in R. The OIL dummy variable uses the OH group as reference, and the W group uses the

BACT dummy variable as a reference.

Results

Intrinsic synergy of essential oils

Although the primary focus of this review is the synergy between antibiotics and essential
oils, intrinsic synergy between components of essential oils has been demonstrated. Several
authors have studied the synergy between the terpenic components of essential oils such as
carvacrol, thymol, eugenol and cinnamaldehyde (Table 2).

In many cases, the antibacterial activity of essential oils is the result of interaction between
different classes of compounds (Burt, 2004; Kim et al., 1995; Lambert et al., 2001).

These combinations do not produce the same effects against all bacteria, and the results for
any given set of variables may be inconsistent. For example, Gallucci et al. (2009) found that
eugenol and carvacrol acted antagonistically against E. coli (FIC index: 4), while Pei et al.
(2009) found a synergistic effect (FIC index: 0.75) under the same conditions. The data used

in our statistical analysis are described below.
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Couple Bacteria Method Interaction Reference
S. aureus - Additive Lambert et al. 2001
Thymol/carvacrol P. aeruginosa - Additive Lambert et al. 2001
E. coli FIC index: Synergistic Pei et al. 2009
0.75
FIC index: 4 Antagonistic Galluci et al. 2009
-- Additive Rivas et al. 2010
Thymol/eugenol E. coli FIC index: 0.5 Synergistic Pei et al. 2009
B. cereus FIC index: Partially Galluci et al. 2009
0.75 Synergistic
Carvacrol/eugenol E. coli FIC index: Synergistic Pei et al. 2009
0.75
FIC index: 4 Antagonistic Galluci et al. 2009
S. aureus FIC index: 4 Antagonistic | Gallucci et al. 2009
Cinnamaldehyde/ca E. coli FICindex: 1 Additive Pei et al. 2009
rvacrol FIC index: Synergistic Ye et al. 2013
0.28
S. typhimurium -- Synergistic Zhou et al. 2007
S. aureus FIC index: Synergistic Ye et al. 2013
0.28
E. cloacae FIC index: Additive Ye et al. 2013
0.563
S. enteritidis FIC index: Synergistic Ye et al. 2013
0.28
Cinnamaldehyde/eu S. aureus -- Additive Moleyar and
genol Narasimham 1992
E. coli FIC index: 0.5 Synergistic Pei et al. 2010
Cinnamaldehyde/th E. coli FIC index: Synergistic Pei et al. 2009
ymol 0.75
S. typhimurium -- Synergistic Zhou et al. 2007

Table 2: Comparison of synergistic effects arising from the combination of different essential

oils.

Combination of EOs with antibiotics

The different molecules and essential oils were classed in three groups: alcohols, aldehydes

and aromatic ethers. As oils are a mixture of several molecules, we classified them according

to their majority components, or in the case of cinnamic acid or carvone, their precursors.
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Alcohols

A study combining green-tea extract with levofloxacin showed synergistic effects against E.
coli 0157 in a gnotobiotic mouse model (Isogai et al., 2001).

Ocimum sanctum oil, the major components of which are linalol (21.84%), methyl chavicol
(44.63%) and carvone (6.31%), has antifungal properties used in Ayurvedic medicine (Amber
et al.,, 2010; Sethi et al., 2003). To combat the resistance of Candida to fluconazole and
ketoconazole (Sanglard et al., 2003), Amber et al. combined these antibiotics with O.
sanctum oil and tested their activity against several different strains of C. albicans, C.
glabrata and C. tropicalis. They observed a synergistic effect against most of the tested

strains (Amber et al., 2010).

Ocimum gratissimum oil was used to treat infections of the skin and the urinary and
gastrointestinal tracts. This oil was combined with antibiotics such as ciprofloxacin,
streptomycin, ampicillin or ketoconazole using an agar-overlay inoculum disc and tested
against four clinically significant bacteria and a fungus: Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Proteus mirabilis and Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans. Ocimum
gratissimum extract shows good but varying in vitro activity against all isolates tested (Table

2) (Nweze and Eze, 2009).

The oil of Vanillosmopsis arborea leaves has been used throughout history as an insecticide
(Furtado et al., 2005) and an anti-inflammatory (Menezes et al., 1990). It has been recently
shown to have gastroprotective activity (Leite et al., 2009). Its major component, a-bisabolol
(80.43%), is a sesquiterpene used extensively in cosmetics, in which it has low toxicity
(Hernandez-Ceruelos et al., 2002; Villegas et al., 2001) and pro-apoptotic potential (Cavalieri
et al., 2004). It is also present in the oil of Chamomilla recutita (Jakovlev et al., 1979). In a
2010 study, gentamicin activity against S. aureus improved in combination with this essential
oil, which also enhances the activity of tetracycline and tobramycin against S. aureus and P.
vulgaris (Santos et al., 2011). This essential oil can interact with the respiratory chain and

decrease bacterial fitness (Nicolson et al., 1999) by inhibiting growth.

A 2012 study by Fadli et al. investigated the combined use of Thymus broussonetti and

Thymus maroccanus, the major component of which is carvacrol, with different antibiotics
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(ciprofloxacin, gentamicin, cefixime and pristinamicine) against a variety of bacteria. T.
maroccanus (76.35% carvacrol) and T. broussonetti (39.77% carvacrol) showed a synergistic
effect with all the antibiotics tested in this study against E. coli, P. aeruginosa and S. aureus.

The combination of T. maroccanus and ciprofloxacin was most effective (Fadli et al., 2012).

The principal components of Pelargonium graveolens are geraniol and citronellol.
Pelargonium graveolens showed strong synergy with norfloxacin against S. aureus and B.
cereus (Rosato et al., 2007). Nevertheless, when geraniol and citronellol were used
separately, the combination of geraniol with penicillin against MRSA and E. coli did not show
a synergistic effect (FIC index=1.1078 and 1.5, respectively), nor did the use of citronellol
with penicillin against the same strains (FIC index=1 and 1.13, respectively) (Gallucci et al.,

2006).

Geraniol and citronellol (or dihydrogeraniol) are monoterpenoids with alcohol groups.

In this study, norfloxacin belonging to the quinolone class, inhibited topoisomerase to
prevent DNA replication. Geraniol and citronellol act on the bacterial cell wall. These
different mechanisms of action enable an attack on two fronts, which could be more

powerful and reduce the chance that resistance will arise.

Veras et al. (2012) examined the beneficial effects of Lippia sidoides oil (Verbenaceae), the
major component of which is thymol, used in combination with aminoglycosides. Synergistic
activity was evaluated using gaseous contact. This essential oil was also evaluated by Botelho
et al. (2007) and Azuma et al. (2003) against Candida albicans and Streptococcus mutans,

respectively.

Another study was carried out with the essential oil of Zataria multiflora (family Labiatae),
the major components of which are thymol (38.7%), carvacrol (15.3%) and p-cymene (10.2%)
(Mahboubi and Bidgoli, 2010; Sharififar et al., 2007). Mozaffarian (1996) indicates that it has
antiseptic, carminative, diuretic and antispasmodic properties. This plant has been used to
treat menstrual pain, asthma and oedema (Zargari, 1990). Other researchers have described

immunostimulatory (Shokri et al., 2006), anti-inflammatory (Hosseinzadeh et al., 2000),
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antioxidant (Sharififar et al., 2007), antibacterial (Fazeli et al., 2007; Sharififar et al., 2007)
and antifungal (Mahboubi et al., 2008) properties. Used in combination with vancomycin
against methicillin-resistant S. aureus (MRSA), it was associated with an improvement in the

activity of vancomycin (Mahboubi and Bidgoli, 2010).

Oregano oil (the major components of which are carvacrol and thymol) is known for its anti-
fungal, anti-bacterial and anti-microbial properties (Baydar et al., 2004; Bouchra et al., 2003;
Vagi et al., 2005). Some antispasmodic, carminative and antiseptic effects have also been

demonstrated (Nostro et al., 2004).

Si et al. showed a synergistic effect from the combination of oregano oil and sarafloxacin,
levofloxacin and doxycycline and an additive effect from the combination of oil of oregano
and amoxicillin or ceftriaxone (Si et al., 2008). A study of the effects of Origanum vulgare in
combination with B—lactam antibiotics demonstrated a synergistic effect against Gram-
positive bacteria and P—lactamase-producing Gram-negative bacteria (Nascimento et al.,

2007).

According to the literature, carvacrol is one of the most powerful components present in
essential oils (Burt et al., 2005).

Pol and Smid found that carvacrol might enhance the action of nisin (an antibacterial
peptide) by increasing the longevity of pores created by nisin or by increasing the number or
size of those pores. Pol and Smid (1999) tested the carvacrol in combination with nisin
against B. cereus and L. monocytogenes at 2 different temperatures (8°C and 20°C) and

observed the synergistic effect at the lower temperature, as well.

Another study coordinated by Esteban and Palop (2010) examined the combined use of
carvacrol and nisin against Listeria monocytogenes. Carvacrol, unlike nisin, showed a dose-
dependent inhibitory effect. When the components were combined, a synergistic effect was
observed. This effect increased when a heat pretreatment for 15 min at 55°C was added to
the protocol (Esteban and Palop, 2010). Carvacrol showed synergy with penicillin and
tetracycline against E. coli and with ampicillin and penicillin against S. aqureus (Palaniappan

and Holley, 2010). Choi and his team combined carvacrol with nalidixic acid (a quinolone) for
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the treatment of bacteria resistant to nalidixic acid; this combination showed total or partial

synergistic activity against the tested strains (Choi et al., 2009).

Synergy with carvacrol (pure or as a component of essential oils) has been widely studied for

use against Gram-positive bacteria and some Gram-negative bacteria, E. coli in particular.

Carvacrol showed synergy with antibiotics that have different mechanisms of action, such as
penicillin or vancomycin, which have activity against the bacterial cell wall, and tetracycline
or levofloxacin, which have activity against protein synthesis and replication of DNA,
respectively.

The antimicrobial activity associated with the combined use of carvacrol and antibiotics is
variable but may be stronger against Gram-positive bacteria.

Carvacrol also showed a synergy when used in combination with components other than
antibiotics, such as peptides.

Eugenol is the major component of clove (Eugenia aromatica or Eugenia caryophyllata) oil
and has analgesic, anaesthetic, anti-inflammatory and anti-bacterial properties
(Hemaiswarya et al., 2009; Kamatou et al., 2012). In traditional Chinese medicine, clove has
been used as a carminative agent, antispasmodic, antibacterial and antiparasitic (Barceloux,
2008; Harbourne and Baxter, 1993).

The combined use of eugenol and ampicillin had a synergistic effect against several oral
bacteria such as S. mutans, S. sanguinis, S. sobrinus, P. gingivalis or P. intermedia. A similar
effect was found for the combination of eugenol and gentamicin used against S. mutans
(Moon et al., 2011).

In 2010, Eugenol was used in combination with fluconazole for the treatment of candidiasis
(Candida albicans, C. glabrata, C. tropicalis and C. parapsilosis). It showed a synergistic effect
for most Candida strains (Ahmad et al., 2010). Hemiswarya and Doble (2009) observed a
synergistic effect from the combination of eugenol and vancomycin against Gram-negative
bacteria, possible because eugenol destabilises the bacterial membrane, facilitating the
action of the antibiotic. Another study focused on urinary-tract infections, the most bacterial
agents of which are E. coli, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus
saprophiticus and Pseudomonas aeruginosa. Using the single-disc method described by

Bauer et al. (1986), Ghaly et al. (2009) found a synergistic effect in the combination of clove
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oil with ofloxacin and amikacin; however, the combination of garlic with these two

antibiotics was not satisfying (Joyce et al., 2010).

Yadav et al. (2013) studied the combination of the extract of Eugenia caryophyllata against S.
pneumoniae with penicillin in the treatment of otitis media in children, watching the
synergistic effect of this combination.

Eugenol, like carvacrol, was used in combination with antibiotics such as gentamicin or
amikacin that have activity against the membrane and bacterial ribosomal RNA, causing
abnormal protein synthesis. It was used against both Gram-positive or Gram-negative
bacteria.

In contrast to other compounds, it was also used against C. albicans in combination with
antifungal agents such as fluconazole.

Gallucci et al. (2006) observed an antagonistic effect between thymol and penicillin used
against S. aureus resistant to methicillin (MRSA). In the same study, they observed a
synergistic effect between thymol and penicillin used against a strain of E. coli.

Thymol was also used in combination with nisin against Listeria monocytogenes ATCC 7644
and Bacillus subtilis ATCC 33712. Nisin activity was greatly enhanced by a subinhibitory
concentration of thymol (Ettayebi et al., 2000).

Ghaly et al.(2006) studied the effect of thyme in combination with other essential oils and
found that the combination of thyme and marjoram oils yielded an inhibition zone of 20-29
mm; a similar result was obtained from the combination of thyme and cinnamon (20-27
mm). The combination of thyme oil with antibiotics had weaker inhibitory effects against all
tested bacteria than its combination with other volatile oils.

Pure thymol was rarely used, but thymol was frequently used as a major component of
essential oils such as Thymus glabrescens or oregano oil. Frequently, it has an additive effect
in combination with antibiotics such as amoxicillin, ampicillin or chloramphenicol, but an
antagonistic effect was observed when thymol was combined with penicillin against S.
aureus.

Combined applications of thymol generally show less pronounced synergy or even
antagonism. Nevertheless, when thymol was used in combination with other components
(e.g., carvacrol and linalool), synergetic effects seem greater. The presence of carvacrol (oil

of oregano) and geraniol (oil of Thymus glabrescens) are good examples of these effects.
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Gallucci et al. (2006) combined terpene components such as carvacrol, citronellol, eugenol,
geraniol, menthol and thymol and used them in combination with penicillin to investigate
synergistic effects. Eugenol acted synergistically with the penicillin, and carvone (carvacrol

precursor) gave promising results.

Aromatic ethers

Eucalyptus is used in traditional medicine around the world, and its medicinal properties
have been extensively studied. This family, comprising approximately 900 species and
subspecies, (Gilles et al., 2010; Hakki et al., 2010), is an important source of essential oils
with a wide spectrum of biological activities such as antibacterial, antifungal, analgesic and
anti-inflammatory activities (Mulyaningsih et al., 2010). They are often used against colds,
influenza and respiratory symptoms (rhinitis, sinusitis, etc.) (Sadlon and Lamson, 2010).
Pereira and colleagues (2014) have focused on Eucalyptus globulus oil, the major component
of which is 1,8-cineole (eucalyptol), which has broad antibacterial activity (Mulyaningsih et
al., 2010; Tohidpour et al., 2010; Tyagi and Malik, 2011), against Pseudomonas aeruginosa, a
major nosocomial pathogen (Lavoie et al.,, 2011). This pathogen is resistant to a large
number of drugs (El-Solh et al., 2009; Riou et al., 2010). Pereira et al. (2014) combined
eucalyptus oil with gentamicin (an aminoglycoside) and tested two eucalyptus oils with
different proportions of cineole: A (79% cineole) and B (83% cineole). Qil A had a stronger
synergistic effect with gentamicin than oil B; 50% of the strains of P. aeruginosa yielded
indicated the same results.

According to a study conducted by Yap et al. (2013), synergy between peppermint (Mentha
piperita) oil, the major components of which are cineole (20.29%), menthol (16.65%) and
menthone (16.18%) (Rohloff, 1999), and piperacillin or meropenem was demonstrated
against E. coli.

Anethol (the major component (94.1%) of Croton zehntneri) was examined in a 2009 study.
The antibacterial activity of gentamicin against P. aeruginosa increased in the presence of

this essential oil (Rodrigues et al., 2009).

Aldehyde
In a 2013 study, Yap et al. observed synergy between cinnamon (Cinnamomun vertu) oil and

piperacillin in activity against E. coli (Yap et al., 2013).
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The essential oil of Cinnamomum zeylanicum, the major component of which is trans-
cinnamaldehyde (67.17%), the most stable isomorph of cinnamic acid (Chen et al. 2011;
Turner et al. 1993), caused a reduction in the MIC of clindamycin used against Clostridium
difficile (Shahverdi et al., 2007). Guerra et al. (2011) showed that the essential oil of Citrus
limon and Cinnamon zeylanicum have synergistic effects with amikacin used against
Acinetobacter spp.
Cinnamaldehyde seems to act synergistically with antibiotics that affect cell walls (e.g.,
penicillin, ampicillin or piperacillin) of Gram-positive or Gram-negative bacteria (Yap et al.
2013, Palaniappan and Holley, 2010). Other studies had shown synergy with other antibiotics
such as clindamycin (a lincosamide) (Shahverdi et al. 2007), which inhibits the elongation
phase of the protein synthesis by binding to ribosomal RNA. Cinnamaldehyde also showed a
synergistic effect when used with ampicillin and penicillin against S. aureus (Palaniappan and
Holley, 2010).
Cinnamic acid is an organic acid obtained from cinnamon extract; this acid has been shown
to enhance the activity of certain antibiotics (isoniazid, rifampicin, ofloxacin, amikacin and
clofazimine) against M. avium and M. tuberculosis (Rastogi et al., 1994, 1998). Additionally,
the MIC of amikacin used against E. coli was reduced when it was combined with cinnamic
acid (Hemaiswarya and Doble. Cinnamic acid is quite similar to cinnamaldehyde but has a
carboxylic-acid group instead of an aldehyde group (Figure 3).
0 0
" oH NN

Acid cinnamic Cinnamaldehyde

Figure 3: Structures of cinnamaldehyde and cinnamic acid.

Mixed linear regression

This regression was carried out with the R package “Ime4”. The results of our analysis are
given in Table 4. The variance of the random intercept is significant, allowing us to draw
conclusions about inter-study heterogeneity. This finding validates our choice of the mixed

statistical model.
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The choice of antibiotic

Results from the model suggest that the less frequently synergistic combinations include
antibiotics with activity against the bacterial cell wall, such as B-lactamine antibiotics
(penicillin or cephalosporin), glycopeptides (vancomycin or teicoplanin for humans and
avoparcin or daptomycin for veterinary use) (Table 4), compared to other drugs with
different mechanisms of action, such as inhibitors of protein synthesis, including aminosides
(amikacin or gentamycin), cyclines (doxycycline, minocycline) macrolides (azithromycin,
clarithromycin, spiramycin) lincosamides (clindamycin or lincomycin); or DNA replication
inhibitors, such as the quinolones (ciprofloxacin, levofloxacin, norfloxacin...) or
fluoroquinolones (OR=0.232, p=0.1077). However, the synergistic effect is strengthened
when antibiotics that are active against the cell wall are used in combination with aromatic

ethers, such as cineole (ROR) (OR=49.979, p=0.1113).

The type of bacteria
The results do not support a significant difference between Gram-positive bacteria, Gram-

negative bacteria and yeasts.

Coefficients OR Lower CI Upper Cl P value

Fixed Effects

Oil (CHO vs OH) 0.816 0.131 6.528 0.8353
Oil (ROR vs OH) 0.114 0.109 0.933 0.1555
AB 0.232 0.176 0.664 0.1077**
BACT (+vs W) 1.226 0.227 7.120 0.8138
BACT (- vs W) 1.648 0.309 9.477 0.5600
AB :0il (CHO vs 1.900 0.159 20.209 0.5981
OH)

AB : Oil (ROR vs 49.979 2.625 1283.441 0.1113*
OH)

Random Effect Variance P value
Intercept 3.168 <0.1001***

Table 4: Results of regression for 23 studies.

*p<0.15; **p<0.11; ***p<0.101

61



TRAVAIL BIBLIOGRAPHIQUE

Discussion

A primary factor to consider in this review is publication bias. Scientific journals tend to
preferably publish research work with a positive result, which we believe explains why so
few results show additive or antagonistic associations. Moreover, researchers do not publish
all negative results. Thus, we assume that some negative data are “missing” from our review.
Other drawbacks include the multiple ways to measure antimicrobial activity (FIC index, kill-
time studies) and variation in authors’ interpretations. (e.g., for some authors, an FIC index
between 0.5-0.75 will be considered to represent partial synergy, while others will interpret
this result as showing an additive effect). These difficulties impede the compilation of
results.

Researchers compared the activity of EOs in combination with antibiotics with different
mechanisms of action against Gram-negative and Gram-positive bacteria. Many other
variables remain to be explored.

Multiple factors appear to favour synergy.

The concentration of the major components of the EO

Two essential oils with similar compositions but variations in relative concentrations may
have different effects. For example, T. maroccanus, which has a higher concentration of
carvacrol, is more effective than T. broussonetti (Fadli et al., 2012). A similar effect was

observed with eucalyptus oil and cineole concentrations (Pereira et al., 2014).

The target of the antibiotic

According to recent studies, most of the tested antibiotics are active against the bacterial
cell wall, with a smaller proportion acting on protein synthesis and DNA replication;
however, we did not find any synergy between antibiotics active against the cytoplasmic
membrane (gramicidins and polimyxins) and essential oils. A combination that attacks
different targets might be the most effective; however, most of the authors selected
antibiotics that attack the cell wall and essential oils that also destabilise the wall.

Mixed linear-regression results show that the combination of aromatic ethers synergize
more effectively with antibiotics than alcohols or aldehydes; this difference could be due to

the mechanism of action of ROR.
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The type of bacteria

Although the nature of the bacteria (Gram-negative or Gram-positive) plays an important
role in the action of the antibiotic, we do not have the data necessary to determine the
associations that might work best for each type of bacteria.

For Gram-negative bacteria such as E. coli or Pseudomonas aeruginosa, the use of an
essential oil might destabilise the outer membrane.

For Gram-positive bacteria, a good strategy might be to involve glycopeptide antibiotics.

Intrinsic synergies of EO

There is also a synergistic effect among the components of the EOs.

The combinations examined in this work show that certain essential oils or mixtures of EOs
have stronger effects in combination with antibiotics compared to their isolated major
component used alone.

This synergy may arise because the “two-front” attack is difficult to evade or because of
direct potentiation, in which the EO or antibiotic directly facilitates the activity of its partner.
Carvacrol, thymol and cinnamaldehyde are the most-studied EOs because they have the
most powerful antibacterial properties. Combinations of these molecules have also attracted
interest.

These combinations could also be used in the therapeutic setting to treat antibiotic-resistant

infections.

Conclusion

The use of mixed linear regression allowed us to identify the conditions most likely to result
in synergy of an antibiotic and an essential oil. Our analysis relied on previous work by
researchers investigating ways of managing antibiotic resistance, an increasingly urgent
public-health problem.

We found that the combinations most likely to show synergy involve antibiotics that affect
protein synthesis (aminoglycosides, tetracycline, macrolides etc.) or DNA replication
(quinolones and fluoroquinolones). Antibiotics with activity against the bacterial cell wall

have good synergy with essential oils containing cyclic ethers (e.g., cineole).
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These conditions are not necessarily universal, and other associations may still yield
synergistic effects. Our conclusions are based on significant differences revealed by our

model.
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1.2 CONCLUSION

Le but de cette revue était d’'une part de connaitre les différentes études existantes dans la
recherche des associations synergiques entre les huiles essentielles et les antibiotiques, et
d’autre part, de réaliser une étude statistique (régression linéaire mixte) pour déterminer s’il
existe des associations qui montreraient une synergie plus puissante selon le type de
bactérie. Grace a cette revue nous avons pu déterminer qu’il existe différents facteurs qui

peuvent influencer la présence ou pas d’un effet synergique.

1) La concentration des composantes majeures de I'HE
Deux huiles essentielles avec des compositions similaires, mais qui présentent des
concentrations différentes de I'un des composants majoritaires, peuvent avoir des effets
différents. Par exemple, T. maroccanus, qui a une concentration plus élevée en carvacrol, est
plus efficace que T. broussonetti (Fadli et al. 2012). Un effet similaire a été observé avec des

concentrations différentes de cinéole dans I'huile d'eucalyptus (Pereira et al. 2014).

2) Lacible bactérienne
Selon des études récentes, la plupart des antibiotiques testés appartient au groupe actif
contre la paroi de la cellule bactérienne, avec une proportion plus faible agissant sur la
synthese des protéines et la réplication d'ADN. Cependant, nous ne trouvons pas de
synergie entre les antibiotiques actifs contre la membrane cytoplasmique (gramicidines et

polimyxins) et les huiles essentielles.

3) La structure chimique des HE
Nos résultats obtenus grace a I'étude de régression linéaire, montrent que |’association des
huiles contenant des éthers aromatiques dans leurs molécules majoritaires, est plus efficace
qgue les huiles essentielles qui contiennent des alcools ou des aldéhydes. Néanmoins, nous
avons trouvé des synergies intéressantes en travaillant avec des molécules comme le

carvacrol ou le cinnamaldéhyde qui contiennent des groupements alcool et aldéhyde.

Apres cette étude bibliographique, nous avons décidé de garder les trois actifs (eugénol,

carvacrol et cinnamaldéhyde) proposés par I'entreprise Eydo Pharma. Nous avons donc
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décidé de tester ces molécules avec différents antibiotiques présentant des mécanismes
d’action différents.
Le choix de garder plusieurs actifs aromatiques est renforcé du fait de travaux publiés dans

cette revue démontrant des synergies potentielles importantes entre eux.
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TRAVAIL EXPERIMENTAL

1. CONCEPTION ET CARACTERISATION DES NANOCAPSULES LIPIDIQUES

1.1 INTRODUCTION
Nous rappelons que les NCL sont formulées grace a la technique d’inversions de phases
induites par effet thermique. Les NCL sont constituées a partir de 2 phases :

-une phase huileuse, Labrafac®(mélange de triglycérides a chaines moyennes Cg-Cyo)
et un tensioactif non-ionique lipophile, Lipoid ® (Iécithine de soja contenant environ 70% de
phosphatidylcholine et 10% de phosphatidyléthanolamine) qui aura comme réle de rigidifier
la coque des NCL

- une phase aqueuse (Eau) et un surfactant non-ionique hydrophile, Solutol®
(hydroxy-stéarate de PEG 660 et PEG 660 dans des proportions 70/30) (Huynh et al. 2009 ;
Allard 2010) qui sera le tensioactif principal formant la coque des NCL (Allard 2010). Le
chlorure de sodium présent dans la formulation des NCL modifie la température d’inversion
de phase (TIP) de la formulation.

Les NCL ont été brevetées sous le nom de « Lipidic nanocapsules : Preparation process ans
use as drug delivery systems » au début des années 2000 (numéro du brevet : W002688000)
(Heurtault et al. 2000).

La méthode de formulation consiste a réaliser plusieurs cycles de température pour passer
d’une émulsion huile dans I’eau (H/E) a une émulsion eau dans huile (E/H) (Heurtault et al.
2002). Cette inversion est liée a la déshydratation thermique des tétes polaires du tensioactif
nonionique dont les affinités avec I'huile augmentent avec la température. Cette inversion
de phase est réversible. Entre les deux systémes émulsionnés, existe une plage de
température appelée « zone d’inversion de phase » (ZIP) qui peut étre déterminée par
I'aspect visuel du systeme mais plus précisément par conductivité (Vanpouille-Box 2012).
Cette zone correspond a une structuration bicontinue du systéme ternaire eau-huile-
surfactif. C'est a l'intérieur de cette zone, que la structure des NCL est initiée. Grace a I'ajout
d’eau froide (proche de 0°C), la formulation va subir un choc de dilution irréversible
permettant la rigidification de la membrane des NCL ainsi que l'individualisation des NCL

(Benoit et al. 2007). Les NCL obtenus présentent une distribution de taille monodisperse

77



CHAPITRE 1 : Conception et caractérisation des NCL

(faible PDI: « Poly Dispersity Index) qui peut étre choisie dans la gamme 20-100nm en
fonction des proportions de Labrafac et Solutol.

Un de buts de cette thése consistait a formuler des NCL avec des composants terpéniques
(seuls ou en mélange) qui restent stables dans le temps et qui conservent une action
bactéricide contre les bactéries étudiées in-vitro et in-vivo.

Ce chapitre est dédié a la formulation et a la caractérisation de la taille et du potentiel zéta

des NCL.

1.2 MATERIELS ET METHODES

Mesures de conductivité

Avant de formuler les NCL nous avons d( déterminer par conductivité, la ZIP de la
formulation avec les actifs que nous voulons encapsuler. La ZIP est étroitement liée a la
composition (Anton et al. 2008). Il est donc nécessaire de la déterminer pour chaque
composition et donc pour chaque type d’actif que ce dernier soit introduit au début ou
rajouté pendant le procédé de formulation.

La conductimétrie (o) caractérise les propriétés de conduction ionique d’une solution placée
entre deux électrodes.

La conductance (G) d’une portion de solution comprise entre deux électrons est
proportionnelle a I'aire (S) des électrons et inversement proportionnelle a la distance (L)
entre les électrodes.

La conductivité, qui est exprimée en Siemens/meétre (Systéme international), peut se

représenter avec I’équation suivante :

Equation 1

o
I
Q
7
Q
I
o
vl

L'image 12, montre les différentes plages de conductivité que I'on retrouve selon la nature
de la solution. Nous observons (en vert) que plus I'eau contient des espéces ioniques, plus la
conductivité sera élevée. L’eau pure présente une conductivité de 0,05uS/cm contrairement
a I'’eau de mer qui graces aux sels présent une conductivité beaucoup plus élevée.

L'image montre en orange, les plages de conductivité pour les émulsions E/H et H/E, entre

les deux, se trouve la ZIP.
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Figure 12 : Plages de conductivité de solutions aqueuses et des émulsions.

Nous avons utilisé le conductimétre (Cond 330i, WTW) pour réaliser les mesures. L’appareil
mesure également la température a I'aide d’une sonde de température intégrée dans sa
cellule.

Le principe de la méthode consiste a chauffer (et refroidir) les composants impliqués dans la
formulation de NCL sous agitation, dans le but de déterminer si on observe une modification
de la conductivité (généralement de quelques mS/cm a quelques uS/cm).

Dans cette zone, le systéme se présente sous la forme d’une solution translucide et
homogene, contrairement a I'aspect blanchatre et une viscosité plus élevée retrouvés dans
le cas d’une émulsion eau/huile ou huile/eau. Une conductivité trés faible (uS/cm) est
caractéristique d’une émulsion E/H par contre, une émulsion H/E présente une conductivité

beaucoup plus importante (mS/cm) (Vanpouille-Box 2012 ; Allard 2008).

Formulation des NCLs

Une fois les études de conductivité réalisées et les différents cycles de températures établis
pour chaque formulation, nous pouvons établir le protocole de formulation des NCL.

Les NCL sont formulées en ajoutant chaque actif séparément selon la température
d’inversion de phase de la formulation. Ainsi, les actifs sont introduits dans l'ordre
décroissant des températures d’inversion de phase des mélanges avant leurs introductions.
Le premier est introduit dans la ZIP se référant a la composition des NCL blanches. Le second
est rajouté dans la nouvelle ZIP modifiée par I'ajout du premier actif, et ainsi de suite. Les

guantités théoriques des excipients sont compilées dans le tableau 2.
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Quantités théoriques
Kolliphor HS15 (Solutol) 846,2mg

NaCl 5-3014 89,6mg

Eau MilliQ 2,98g

Lipoid S75-3 75,2mg
Labrafac lipophile WL1349 1028,2mg

Eau de trempe 12,5mL

Tableau 2 : Quantités théoriques des excipients a ajouter dans la formulation des NCL
NCL blanches

Les NCL blanches correspondent aux NCL sans actifs. Le procédé de formulation est expliqué
dans le paragraphe suivant et résumé dans la Figure 13:

Dans un bécher, sous agitation magnétique et a température ambiante, les constituants sont
mélangés (Solutol®, NaCl, I'eau MilliQ Lipoid® et Labrafac®) pendant plusieurs minutes. Trois
cycles de température entre 90-60°C (4°C/min) sont réalisés. Au cours du dernier cycle, et
pendant la phase de refroidissement dans la ZIP (a 80°C pour nous), une trempe d’eau froide

est appliquée sous forte agitation, afin de fixer le systéme.

90°C

Trempe
d’eau froide

NCL blanches

60°C

Figure 13 : Représentation schématique des cycles de température pour la formulation des
NCL blanches.

NCL chargées

Carvacrol

Cinnamaldéhyde
NCL EU-CN 260ulL 260pL
NCLCN X 520pL X
NCL EU 520uL X X
AT98a* 173,3uL 173,3uL 173,3uL
Huile clou de girofle Huile de cannelle Huile origan

Tableau 3 : Quantités des actifs (huiles essentielles ou composants) utilisés dans chaque

formulation.
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Lors de cette étude nous avons testé plusieurs types de nanocapsules lipidiques (avec des

combinaisons d’un ou plusieurs actifs) qui sont compilés dans le tableau suivant (Tableau 3)

Les formulations ont été codées de la fagon suivante:

*AT98a : Formulation réalisée avec les trois composants terpéniques (a parts égales) :
eugénol, carvacrol et cinnamaldéhyde. Ce sont des actifs purs (molécules issues des produits
végétaux).

**AT101 : Nano-encapsulation du mélange AT100. (Le Mélange AT100 correspond a un

mélange dans lequel les huiles de clou de girofle, de cannelle et d’origan sont a parts égales.

Les deux premiers cycles de la formulation sont communs a la formulation de NCL blanches
comme vu précédemment. Les procédés relatifs aux différents types de NCL testées dans

cette thése sont décrits dans les prochains paragraphes :

a) NCL eugénol/cinnamaldéhyde (50/50)

- Au 3°m¢ cycle, lors de la descente thermique a 82°C, I'eugénol est ajouté et la formulation
se refroidit a 60°C.

-Un 4°™e cycle de température sera réalisé, (maximum 85°C). Lors de la descente en
température le cinnamaldéhyde est ajouté a 73°C (nouvelle ZIP), et la formulation se
refroidit jusqu’a 40°C

-Un dernier cycle est réalisé (maximum 80°C). Lors de la descente en température, a 63°C,
une trempe d’eau froide est effectuée pour former la suspension de nanocapsules en
augmentant la vitesse d’agitation magnétique (agitation pendant 10 minutes a température

ambiante).

b) NCL cinnamaldéhyde
- Au 3°™m¢ cycle, lors de la descente a 82°C, le cinnamaldéhyde est ajouté et la formulation se
refroidit a 40°C.
- Au dernier cycle de température, (température maximum de 85°C). Lors de la descente, en
température, une trempe d’eau froide est effectuée a 73°C, en augmentant la vitesse
d’agitation magnétique (agitation pendant 10 minutes a température ambiante) pour fixer le

systeme.
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c) NCL eugénol
- Au 3™ cycle, lors de la descente a 82°C, I'eugénol est ajouté et la formulation se refroidit
a 60°C.
-Un 4°™ cycle (maximum 85°C) est réalisé. Lors de la descente & 73°C, une trempe d’eau
froide est provoquée en méme temps qu’en augmentant la vitesse d’agitation magnétique

(agitation pendant 10 minutes a température ambiante) pour fixer le systeme.

d) AT98a (1/3-1/3-1/3)
- Au 3°me cycle, lors de la descente a 82°C, I'’eugénol est ajouté et la formulation se refroidit
a 60°C.
-Un 4°me cycle de température est réalisé. Lors de la descente, le carvacrol est ajouté a 76°C
et la formulation se refroidit jusqu’a 60°C.
-Un 5°™ cycle de température jusqu’a 85°C est réalisé. Lors de la descente, le
cinnamaldéhyde est ajouté a 75°C et la formulation se refroidit jusqu’a 40°C.
-Un derniére cycle est enfin réalisé jusqu’a 80°C. Lors de la descente a 55°C, une trempe
d’eau froide est provoquée, au méme temps qu’en augmentant la vitesse d’agitation

magnétique (agitation pendant 10 minutes a température ambiante) pour fixer le systeme.

e) AT101 (1/3-1/3-1/3)
-Au 3¢ cycle, a 50°C, le mélange AT100 est rajouté. La trempe est réalisée juste aprés pour
former la suspension de nanocapsules en augmentant la vitesse d’agitation magnétique

(agitation pendant 10 minutes a température ambiante)

Etudes de caractérisation de NCL
Pour caractériser et étudier la stabilité des NCL, nous avons mesuré deux parametres
physico-chimiques :

a) La taille
Les mesures de taille sont réalisées a TO en sortie de formulation. Elles sont réalisées a I'aide
du Nano-sizer Malvern qui s’appuie sur le principe de la diffusion dynamique de la lumiere
pour mesurer la taille de particules soumises au mouvement brownien. Toutes les mesures

ont été répétées trois fois, en diluant la formulation meére (0,05%wt).
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b) Le potentiel zéta
Le potentiel zéta est une caractéristique importante qui permet d’appréhender les
propriétés électriques de surface des NCL et ainsi leur stabilité. Il correspond a un potentiel
électrique (exprimé en volts) mesuré su niveau du plan de cisaillement d’une particule mise
en mouvement dans |'eau par électrophorése (dans notre cas). Les NCL vont donc se
déplacer a une vitesse liée a leur potentiel zéta (équation d’Henry). Cette vitesse est
mesurée a travers d’'un procédé d’interférométrie laser appelé M3-PALS (Phase analysis
Light Scattering). L'appareil mesure ainsi la distribution des mobilités électrophorétique pour

en déduire la distribution des potentiels zéta

Etudes de stabilité

Nous avons choisi deux catégories de NCL pour réaliser les études de stabilité, les NCL
d’eugénol-cinnamaldéhyde et AT98a. Le choix de ces NCL a été surtout influencé pour les
résultats d’efficacité in-vitro (Chapitre 2). En ce qui concerne les conditions de conservation
lors de ces études de stabilité, nous avons stocké les formulations a 4°C a I’abri de la lumiere.
Les études de stabilité ont été réalisées pendant un mois.

La variation de la taille au cours du temps est un indicateur de I'instabilité des NCL. Dans la
déstabilisation, plusieurs phénomenes peuvent avoir lieu, qui se traduit par une
augmentation de la taille moyenne ou I'apparition d’une polydispersité importante dans la
distribution des tailles.

Les phénomenes le plus fréquents a I'origine de I'instabilité nano-particulaire sont présentés

ci-dessous (Figure 14) :
Coalescence
Les NCL fusionnent de facon irréversible pour donner des NCL de taille supérieure. Ce

phénoméne finit par provoquer une rupture de I'émulsion (déphasage).

Mdarissement d’Oswald

C’est un phénomene (décrit pour ma premiere fois par Wilhelm Ostwald en 1986) qui a lieu
lorsque la fraction dispersée est [égérement soluble dans la phase continue.

Ceci entraine un transfert de matiére des petites particules vers les particules plus grandes.

&3



CHAPITRE 1 : Conception et caractérisation des NCL

Ce mécanisme se produit du fait que les molécules dispersées possedent un potentiel

chimique plus favorable dans les particules plus grandes.

Floculation (phénomeéne réversible)

La floculation décrit un phénomeéne par lequel les NCL peuvent s’agréger entre elles en
format des agglomérats (floculats) ou existent des faibles interactions inter-particulaires.
Souvent, ce phénomeéne peut initier le phénoméne de coalescence qui est une des
premieres étapes de déstabilisation du systéeme dispersé (déphasage dans le cas d’une

émulsion).
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Coalescence Miirissement d'Ostwald Floculation

Figure 14 : Image schématique des phénomeénes d’instabilité (Coalescence, M{rissement
d’Ostwald et Floculation) que peuvent subir les NCL.

Il existe d’autres phénomeénes d’instabilité comme le crémage ou la sédimentation qui
peuvent étre facilement détectables a I'ceil nu, provoqués par une différence de densité
entre la phase dispersée et la phase continue.

Le crémage est un processus physique par lequel, les particules en suspension remontent en
surface parce que leur densité est plus faible que la phase dispersante. La sédimentation par
contre est le processus inverse dans lequel, les particules qui présentent une densité plus
élevée que la phase dispersante migrent vers le bas.

Le potentiel z&ta est un parametre trés utilisé dans I’étude de la stabilité. Plus le potentiel
zéta est élevé, plus les répulsions électrostatiques entre particules sont dominantes face aux
forces d’attraction (Rami 2010) généralement interactions de Van Der Waals. Néanmoins, les
répulsions électrostatiques ne peuvent expliquer a elles seules la stabilité d’un systeme
colloidal. Ceci est d’autant plus marqué lorsque peut s’opérer une stabilisation stérique. Ceci
est le cas notamment pour les NCL qui sont recouvertes de chaines PEG (15 unités d’Oxyde

d’éthylene en moyenne).
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Rendement d’encapsulation

Il existe plusieurs techniques qui permettent de déterminer le rendement et le taux
d’encapsulation des actifs dans les NCL. Certaines sont dites directes quand on peut doser
I’actif dans toutes les phases ou il peut se trouver. Ici il est important de pouvoir retrouver la
guantité initiale d’actifs incorporés. D’autres méthodes sont qualifiées d’indirectes lorsqu’on
déduit par différence la quantité encapsulée apres avoir dosé la partie libre.

Tenant compte que les excipients des NCL (Solutol, labrafac et Lipoid) ne sont pas des
composants volatiles, nous n’avons pas pu déterminer le rendement d’encapsulation par
chromatographie en phase gaz CPG. Aussi, nous avons utilsé la méthode de
chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC) pour évaluer le taux
d’encapsulation des HE a I'intérieur des NCL.

L'HPLC est une technique de séparation analytique de différentes molécules présentes dans
une solution. Pour cela, I’échantillon est poussé par une phase mobile, dans notre cas, la
phase mobile sera un mélange d’eau et du méthanol a différents gradients. Le gradient est
de 80% d’eau et 20% de méthanol les premiers 15 min. Puis 10min a 65%d’eau et 35% de
méthanol, 10 min a 20% d’eau et 80% de méthanol et les derniére 15min a un gradient de
80% d’eau et 20% de méthanol. Cette phase mobile correspond a celle qui entraine les
molécules a séparer. Cette séparation permet de comparer les hydrophobies des différents
composants aromatiques grace a leur temps de rétention dans la colonne
chromatographique. Les composants les plus polaires sont moins retenus sur la colonne. Les
composants aromatiques sont détectés a la sortie de colonne grace a un détecteur UV
(A=274nm) (Rabeau 2009).

Nous avons tout d’abord réalisé une analyse sur les composants seuls (non encapsulés),
nous les avons dissous dans du méthanol a une concentration de 1mg/mL pour I'eugénol et
le carvacrol et a une concentration de 0,1mg/mL pour le cinnamaldéhyde (Chen et al. 2014)
Nous avons alors centrifugé les différentes suspensions de NCL. 3mL de chaque échantillon
de NCL a analyser ont été placés dans des filtres de centrifugation (centrigugal filter units) de
30K. (lot : R4EA66517). Nous avons réalisé une centrifugation a 4000rpm (2057G) pendant
30min a une température de 15°C. Nous avons récupéré d’un coté, le filtre contenant les
NCL et d’un autre coté le liquide filtré qui contient les HE qui n"ont pas été encapsulées
(Figure 15). Les NCL seront ensuite détruites avec du méthanol et dosées par HPLC. Le filtrat

est ainsi analysé pour déterminer la quantité des HE qui n’ont pas été encapsulées.
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Ultra-centrifugation
T=15°C
Temps: 30min
4000rpm (2057G)

Analyse des NCL
(HE encapsulées)

Analyse dufiltrat

(HE non encapsulées)

3mL de NCLdans un
centrifugal filter units

Figure 15 : Procédé de dosage des NCL par ultra-centrifugation et analyse par HPLC

Le calcul du rendement d’encapsulation équivaut a la différence entre la quantité d’actif
présent dans les NCL et la quantité théorique d’actif encapsulé. Ces résultats doit étre en

concordance avec la quantité d’actif présent dans la fraction non encapsulée.

Imagerie
Nous avons utilisé la microscopie électronique a balayage (MEB), pour mieux caractériser les
NCL.

a) La microscopie électronique a balayage (MEB)
La MEB est une technique permettant d’observer la morphologie externe d’objets
micrométriqgues et nanométriques, utilisant le principe d’interactions préférentielles
électrons-matiere. Elle permet d’obtenir des informations basiques sur la forme et les
caractéristiques de surface des NCL (Benoit et al. 2007).
Ces électrons sont générés par un canon comprenant une source et un champ électrique
produit par une différence de potentiel entre la source (cathode) et une anode. Le faisceau
d’électrons obtenu posséde une longueur d’onde inférieure a celle obtenue pour un
microscope optique classique, ceci permet d’obtenir une bien meilleure résolution. Ce
faisceau balaie la surface de I’échantillon le mettant dans des conditions particulieres de
faible pression et de trés haute température sous le faisceau. On détecte l'intensité du
rayonnement émis par chacun des points soumis au faisceau électronique. La méthode étant
trés invasive pour imager les NCL, il a donc été nécessaire de mettre en place une méthode

spécifique décrite ci-dessous.
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Les NCL sont fixées a une lamelle de verre avec du glutaraldéhyde 2% - paraformaldéhyde
2% pendant une nuit sous vide. Une étape post-fixation est ensuite réalisée avec du
tétraoxyde d’osmium (0OsO,4) 1% pendant 45min. Cette étape est suivie d’'une déshydratation
avec des concentrations croissantes en éthanol (50%, 70%, 95% et 100%). Une dessiccation
est réalisée avec du HMDS (Hexa-méthyldisoloxane) jusqu’a son évaporation. Enfin, les NCL
sont métallisées avec du platine. Les images ont été obtenues avec un microscope Jeol JSM

6301F.

1.3 RESULTATS ET DISCUSSIONS

Conductivité

Les résultats de conductimétrie des NCL blanches (sans aucun actif) montre une ZIP (zone
d’inversion de phase) entre 80°C et 85°C dégrées (Figure 16). Le changement (réversible) de
la nature de I'’émulsion est produit par la variation de température sous légére agitation
magnétique (Perrier 2009). C’'est dans cette zone de température que la trempe (12,5 mL
d’eau a 0°C dans approximativement 5 mL de systeme initial dans la ZIP) est réalisée afin

d’obtenir la suspension meére.

NCL blanches =t

Zone d'inversion de phase

30
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Figure 16 : Graphe de conductivité de NCL blanches avec la zone d’inversion de phase (ZIP).

Nous avons aussi déterminé la ZIP aprés ajout d’eugénol, de carvacrol, de cinnamaldéhyde
et de mélange AT100 pour établir les cycles de température pour chaque formulation. En

effet, nous rappelons que l'introduction des actifs modifie la ZIP de la formulation des NCL
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blanches.Les résultats de conductivité pour I'ensemble de ces actifs ont été compilés dans la
figure 17. Nous avons ajouté directement chacun des actifs (ou des mélanges d’actifs) a la
formulation pour laquelle nous avons fait subir les mémes cycles de température que ceux

relatifs aux NCL blanches.
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& 7P carvacrol=70-75°C B ZIP cinnamaldéhyde=43-45°C
O ZIP eugénol=76-80°C @ ZIP mélange AT100=63°C

Figure 17 : Conductivité vs température pour la détermination e la ZIP du systéme apres
ajout de carvacrol, d’eugénol et de cinnamaldéhyde.

Taille et potentiel zéta
Nous avons compilé dans le tableau suivant (Tableau 4) les tailles (Z-Average, Taille et PDI),

ainsi que le potentiel zéta de chaque formulation étudiée :
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NCL blanches
NCL EU-CN
NCL CN

NCL EU
AT98a

AT101

Z-Average (d.nm)

55,87 (+1,17)

Taille (nm)
49,41 (+0,78)

0.066 (+0.022)

Pot. zéta (mV)

-9,46 (+ 2.36)

80,42 (£3,40) 67,28 (+2,68) | 0,128 (£ 0,021) | -18,4 (+4,72)
99,19 (+0,92) 85,96 (+1,69) | 0,138 (+0,05) | -19,05 (+1.34)
78,39 (+3,34) 69,04 (+3.35) | 0,133 (+0,06) | -18,3 (+2,33)
92,45 (+1,87) 78,58 (+0,80) | 0,132 (+0,09) | -17,8 (+1,96)
68,19 (+ 5,69) 56,89 (+4,70) | 0,131 (+0,07) | -9,94 (+2,73)

Tableau 4 : Mesures de taille, Z-Average et potentiel zéta a JO pour les formulations : NCL
blanches, NCL eugénol-cinnamaldéhyde, NCL cinnamaldéhyde, AT98a et AT101

Dans la Figure 18 nous pouvons comparer a JO les différentes tailles et potentiel zéta selon la

formulation :

AT101

NCL blanches | NCLEU-CN |

NCLCN | NCLEU | ATS8a |

0] 2-Average (d.nm) [l Taille(nm) [l Potentiel zita (mv)

Figure 18 : Mesures de taille, Z-Average et potentiel zéta a JO pour les formulations : NCL
blanches, NCL eugénol-cinnamaldéhyde, NCL cinnamaldéhyde, AT98a et AT101

a) NCL blanches
Elles présentent une petite taille (environ 50nm) avec un PDI faible. Le PDI ou indice de
polydispersité, caractérise I'hétérogénéité de la taille des NCL. Généralement, plus cet indice
sera petit, plus les NCL présenteront une distribution de taille homogéne. Nous considérons

une distribution homogene lorsque le PDI a une valeur inférieure a 0,3.

&9
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b) NCL chargées

Nous observons une différence significative de taille entre les NCL blanches et les NCL
chargées. Ceci est assez logique du fait que les actifs sont a I'intérieur (ou a la surface) de la
nanocapsule. Ceci implique une augmentation de la taille hydrodynamique du nano-objet.
En ce qui concerne le potentiel z&éta, nous n’observons pas une trés grande différence sauf
pour les NCL élaborées avec le mélange des huiles essentielles (AT101).

Les NCL qui contiennent le cinnamaldéhyde restent celles qui présentent la plus grande

taille. Ce résultat peut étre d0 a la disposition des molécules a l'intérieur des NCL mais

aucune étude n’a pu étre réalisée pour le prouver.

Stabilité

Dans la Figure 19 a et b, nous pouvons comparer la stabilité (taille et potentiel zéta) de deux

formulations : NCL eugénol-cinnamaldéhyde (Figure 19a) et AT98a (Figure 19b) pendant 1

mois.

a Stabilité NCL-EU/CN b Stabilité AT98a
8 Taile B Potentiel 2éta & Taille BPotentiel z&ta

Taille {nm)
Taille {nm)

Pot. réta (mV)

Pot.zéta (mV)

Temps (jours)

Temps (jours)

Figure 19 : Evolution de la taille (nm) (bleu) et du potentiel zéta (mV) (rouge) pendant 30
jours pour la formulation Eugénol/Cinnamaldéhyde (n=3) (a) et pour la formulation

AT98a(b).

Nous observons que la taille moyenne augmente légérement au cours du temps mais en

restant stable avec des écart-types modérés. Le potentiel zéta reste stable pendant tout le

mois.

L'image 18b montre que les NCL restent stables pendant le temps étudié, avec une variation

de taille et de potentiel zéta moyenne qui varie moins de 10nm du JO au J27 pour la taille et
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moins de 5mV pour le potentiel zéta. En ce qui concerne la stabilité, nous n’observons pas
de phénomeénes de coalescence, mlrissement d’Ostwald, crémage ou précipitation.

La taille moyenne au temps JO de la formulation NCL EU/CN est de 63,44nm (+2,34) avec un
potentiel zéta moyen -16,1mV (£2,96). En revanche, la formulation AT98a présente a JO une
taille moyenne de 78,15nm (£0,41) et un potentiel zéta de -16,7 (+0,70) mV.

Cette différence de taille peut étre due au fait que I'incorporation des actifs se fait dans des
cycles différents (6 cycles pour AT98a et 5 cycles pour NCL EU/CN) ce qui pourrait avoir une
conséquence sur la taille finale de la NCL. De plus comme nous I’'avons fréquemment montré
au laboratoire, toute incorporation d’actif peut modifier la conformation des chaines
pégylées a la surface particulaire et donc engendrer une différence de taille

hydrodynamique

Rendement d’encapsulation
A I'aide de HPLC, nous avons étudié le temps de rétention pour les trois actifs que nous
étudions, l'eugénol, le cinnamaldéhyde et le carvacrol (Figure 20) solubilisés dans du

méthanol. Cela va nous permet d’identifier et séparer chaque pic.

A
iy

Cinnamaldéhyde
29-31min I

| | Eugénol
.'I \ 34-35min || Carvacrol
.' . [ | 37-38min ||

— i —— —

B M MM MM M8 DM D8 MH BN SH BN KB NS MM NS M0 B8 NN N8 M ME ME M8 MM NN VM S8 NN NS SH

Windy

Figure 20: Chromatogramme en phase liquide a haute performance des composants
aromatiques : cinnamaldéhyde, eugénol et carvacrol diluées dans du méthanol.

Une courbe d’étalonnage (Figure 21) est établie pour chaque actif afin de démontrer la
relation linéaire entre I'absorbance mesurée a 274 nm et la concentration de chaque NCL

(AT98a, NCL d’eugénol, NCL de cinnamaldéhyde et NCL d’eugénol-cinnamaldéhyde) (mg/mL)

91



CHAPITRE 1 : Conception et caractérisation des NCL

Figure 21 : Courbes d’étalonnage pour le cinnamaldéhyde (a), I'eugénol (b) et le carvacrol

(c).

Grace a la courbe d’étalonnage nous avons pu déterminer une concentration. Ceci nous a

permis, en connaissant la concentration initiale, de déterminer le rendement
d’encapsulation de chaque composant au cceur de la nanocapsule.
Cinnamaldéhyde Eugénol Carvacrol TOTAL
AT98a 96,11%+0,34 100%+5.19 91,68% + 7,27 95,93% 3,55
NCL EU 96,72%+3,84 96,72%+3,84
NCLCN 85,71%+1,32 85,71%+1,32
NCL EU-CN 89,52%+1,40 91,53%+1,72 89,03%+6,37

Tableau 5: Rendement d’encapsulation (%) de chaque actif

encapsulée)
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Cinnamaldéhyde Eugénol Carvacrol TOTAL
Filtrat AT98a 3,31%+0,07 1,96%+0,6 4,5%=+0,7 3,25%+0,35
Filtrat EU -—- 2,19%+0,12 --- 2,19%+0,12
Filtrat CN 14.3%10,67 --- --- 14.3%+0,67
Filtrat EU-CN 12,45%%0,29 5,27%+0,74 8,8%+0,31

Tableau 6 : Rendement d’encapsulation (%) de chaque actif pour chaque NCL (Fraction non
encapsulée)

En observant les résultats de la fraction encapsulée (Tableau 5) et de la fraction non
encapsulée (Tableau 6) nous observons que le composant le mieux encapsulé est I'eugénol
avec 96,72%%3,84 d’encapsulation, ce qui est cohérent avec la quantité d’eugénol retrouvée
dans la fraction non encapsulée (2,19%+0,12).

Les NCL de cinnamaldéhyde présentent le rendement d’encapsulation le plus faible (85,71%
+1,32).

En comparant les deux NCL qui possedent plus d’un actif (AT98a et NCL EU-CN), nous
observons une meilleure encapsulation avec la formulation AT98a, avec une encapsulation

totale de 95,93% =+ 3,55, contre 89,03% + 6,37 pour les NCL d’eugénol et cinnamaldéhyde.

Imagerie

a) Microscopie électronique a balayage
Nous avons analysé des NCL correspondant a la formulation AT98a comme le montre Ila
figure 22. Nous avons obtenu des objets d’une taille proche de 100nm, avec une structure
relativement sphérique. Une des contraintes du MEB dans I'obtention des images de NCL est
la mise sous vide et le réchauffement trés important de I'échantillon sous le rayonnement
laser. Etant donné la nature trés hydrophile des chaines PEG, les NCL sont donc trés fragiles
a ce type d’imagerie. Aussi, une bonne métallisation est importante afin de protéger au
maximum I’échantillon. Les images ci-dessous démontrent I'adéquation de ce traitement de

surface pour imager des objets fragiles.
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Figure 22 : Images d’AT98a obtenues par microscopie électronique a balayage (résolution
x40000).

1.4 CONCLUSION

Dans cette premiére partie nous avons cherché a développer des NCL chargées en HE stables
et actives contre les bactéries. Les résultats obtenus confirment I'obtention de NCL chargées
de composants terpéniques d’HE, monodisperses et stables sur une durée supérieure a un
mois. La répétabilité des méthodes de fabrication reste assez élevée avec de faibles écart-
types. La méthode choisie au final pour obtenir le meilleur résultat a été la méthode
d’incorporation séquentielle des composants 'un apres l'autre, qui semble une méthode
innovante et intéressante dans I’encapsulation de plusieurs actifs dans une méme NCL. Cette
méthode développée aussi par Montagu (Montagu et al. 2014) nous permet d’encapsuler

nos actifs avec des bons rendements d’encapsulation.

Les images de microscopie (MEB) montrent des objets sphériques d’une taille dans
I'intervalle 80-100nm pour les NCL AT98a, ce qui est cohérent avec les résultats de
granulométrie obtenus par DLS.

Dans le chapitre suivant, notre but a été de sélectionner la formulation la plus efficace vis-a-
vis des bactéries, puis celle qui montrera les meilleures synergies lorsque associée a un
antibiotique. Pour cela, nous devrons également tester plusieurs antibiotiques appartenant a

des familles différentes.
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2. EFFICACITE IN-VITRO DES NCL ET LEUR ASSOCIATION AVEC DES
ANTIBIOTIQUES

2.1 INTRODUCTION

Comme nous |'avons précisé dans les chapitres précédents, des mesures doivent étre prises
pour mieux contréler I'utilisation d’antibiotiques dans un contexte ou les alternatives a leur
utilisation ne sont pas trés nombreuses.

Le traitement antibiotique optimal génére encore beaucoup de débats, et I'utilisation d’'une
antibiothérapie combinée peut étre envisagée dans certaines circonstances (Leiro Fernandez
et al. 2007).

En comparaison avec la monothérapie, un traitement combiné permet d’élargir le spectre
d’action lors de I'antibiothérapie probabiliste (Aspa et al. 2004) ou contre les bactéries
atypiques, qui représentent un tiers des pneumonies communautaires (Woodhead 2002). Le
traitement combiné permet aussi de traiter des bactéries présentant une résistance acquise
(Aspa et al. 2004) voire des BMR.

Les associations sont aussi efficaces lorsque nous voulons réduire la toxicité d'un
antibiotique, comme c’est souvent le cas des aminoglucosides (Wilkowske and Hermans
1987 ; Atman and Harris 1991) qui ne sont aujourd’hui utilisées que sur 2 ou 3 jours de
traitement en association dans les infections avec des facteurs de gravité.

Des études comparatives (monothérapie/thérapie combinée) ont été réalisées, comme celle
mené par Brown et ses collaborateurs en 2003. Les résultats montrent que la mortalité des
patients traités avec une thérapie combinée était globalement inférieure. (Brown et al.
2003). D’autres études présentent des résultats similaires (Leyenaar et al. 2014 ; Ambroggio
et al. 2012)

En général, lorsqu’on évoque une antibiothérapie combinée, on fait référence a I'association
de deux ou plusieurs antibiotiques (par exemple, un B-lactamique avec un macrolide ou une
fluoroquinolone) (Lodise et al. 2007 ; Martin-Loeches et al. 2010) mais trés rarement avec
des substances autres que les antibiotiques.

Néanmoins, plusieurs chercheurs confirment que I'utilisation combinée des HE avec des
antibiotiques pourrait représenter une stratégie trés prometteuse (Hemaiswarya et al.

2008 ; Rosato et al. 2008, 2009 ; Wagner 2011).
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Cette combinaison pourrait montrer une activité synergique, ce qui aurait pour impact de
relancer l'intérét de certains antibiotiques en particulier vis-a-vis des BMR: ces
combinaisons pourraient controler certaines bactéries qui sont connues pour montrer
toujours une grande résistance aux antimicrobiens (Aiyegoro et al. 2010 ; Jouda 2013). Mis a
part les avantages cités auparavant, certains bénéfices économiques émergent grace a ces
associations. En effet, certains antibiotiques étant onéreux, les associations permettent de

diminuer la dose d’antibiotique utilisée et par conséquence, le co(it global.

Eydo Pharma s’est donc intéressée a ces associations comme une nouvelle alternative
contre les BMR. En nous servant des différentes NCL présentées dans le Chapitre 1, nous les
avons combinées a des antibiotiques afin de trouver des conditions d’association
synergiques. Apres avoir réalisé une étude bibliographique, nous avons décidé de tester
plusieurs types d’antibiotiques afin de trouver la meilleure association. Le choix des

antibiotiques s’est fait en tenant compte des plusieurs critéres :
Rationnel du choix des antibiotiques
a) Leur mécanisme d’action : exemple de la rifampicine

Plus la bactérie sera attaquée sur des cibles différentes, plus grandes seront les chances de
montrer une association efficace, tout en réduisant le risque que la bactérie développe des
résistances. Nous avons testé la rifampicine (Figure 23), molécule complexe de la famille
des rifamycines, trés utilisé en milieu hospitalier. Cet antibiotique présente un trés large
spectre et il représente une piéce clé dans le traitement de la tuberculose (Campbell et al.
2001). Son mécanisme d’action consiste a former de complexes stables avec la RNA

polymérase des bactéries, inhibant la transcription de I’ADN en ARN (Hartmann et al. 1967).

Figure 23 : Structure chimique de la Rifampicine (Image créée en utilisant ACD/ChemSketch
8.0)
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Dans la littérature, la rifampicine a déja été associée a d’autres antibiotiques comme
I'isoniazide (Grumbach 1975; Kalra et al. 2007), la clindamycine (Faye et al. 2005 ;
Mendonca and Griffiths 2006), la vancomycine (Ju et al. 2005) ou la Ciprofloxacine (Roder
and Gustchik 1989 ; Fass and Helsel 1987 ; Van der Auwera and Joly 1987). Dans cette
derniéere association, les auteurs ont trouvé des antagonismes in-vitro.

En milieu hospitalier, I'association d’'une 3-lactamine (inhibition de la synthése de la paroi
bactérienne) et un macrolide (inhibition de la synthése de protéines) est trés efficace dans le
traitement des pneumopathies aigues (Brown et al. 2003 ; Leyenaar et al. 2014 ; Ambroggio
et al. 2012). Le succes de cette association s’explique par la combinaison de deux
antibiotiques qui présentent des mécanismes d’action différents. On peut aussi supposer
une augmentation de la pénétration du macrolide dans la bactérie, grace a l'action

qu’exercent les B-lactamines sur la paroi (effet produit également par les huiles essentielles)

b) Résistance bactérienne : exemple du méropénéme

Comme nous I'avons déja dit dans I'introduction de cette thése, la résistance bactérienne est
un processus inévitable (mais qui peut étre retardé). Cette résistance peut affecter une
bactérie en général ou une souche en particuliere.

Le méropéneme (Figure 24) est un antibiotique de la famille des B-lactamines (classe
carbapénémes). Les carbapénémes se distinguent des pénicillines par I'absence de I'atome
de souffre et d’une liaison insaturée en C2-C3 (Wolff et al. 2009). Le méropénéme a une
action sur les protéines liant la pénicilline, responsables de la syntheése du peptidoglycan

(PG) (Fish and Singletary 1997), ayant comme cibles principales les PLP1a, 1b et 2 (Wolff et

al. 2009).
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Figure 24 : Structure chimique du Méropénéme (Image créée en utilisant ACD/ChemSketch
8.0)
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Nous avons choisi cet antibiotique parce que méme s'il est actif contre des bactéries a Gram
négatif, certaines ont développé des résistances. Nous avons étudié deux souches
différentes d’Acinetobacter baumannii, SANOOS, sensible (CMI=1ug/mL), et RCH, résistante
au méropénéme (CMI>32ug/mL).

Les mécanismes impliqués dans cette résistance sont principalement une imperméabilité
associée a une hyperproduction de céphalosporinase.

D’autres auteurs ont mis en évidence une sensibilité diminuée de la souche Ab-153
d’A.baumannii vis-a-vis du méropénéme (CMI=8ug/mL). L'association avec le sulbactam
permet de réduire sa CMI a 4ug/mL (Ko et al. 2004). L’association méropénéme — sulbactam
s’est aussi avérée synergique sur d’autres souches d’A.baumannii (Kiffer et al. 2005).
Associer le méropéneme a d’autres antibiotiques, reste une alternative assez répandue dans
le but de lutter contre les BMR. Pour citer quelques exemples, I'utilisation du méropénéeme
avec la colistine (Falagas et al. 2006) ou avec la plazomycine (Rodriguez-Avial et al. 2015), ces
résultats sont souvent tres intéressants in-vitro mais un peu moins in-vivo (Petrossllio et al.
2008).

Les associations d’antibiotiques (Hugonnet et al. 2009 ; Payen et al. 2012) sont obligatoires
pour le traitement de la tuberculose, maladie provoqué par Mycobacterium tuberculosis qui
persiste dans le monde, avec plus de 2 milliards d’individus touchés (Hugonnet 2009). Pour
éviter 'émergence de mutants résistantes.

En ce qui concerne les HE, nous retrouvons dans la littérature diverses associations avec les
HE, notamment I'huile d’origan (Si et al. 2008) ou |'huile de I'arbre du thé (Melaleuca

alternifolia) (Papadopoulos et al. 2006).

¢) La masse moléculaire (taille) de I'antibiotique : exemple de la vancomycine

Les huiles essentielles ont la capacité de déstabiliser la membrane des bactéries (Burt 2004).
Nous nous sommes intéressés aux antibiotiques qui ont une taille trop élevée pour traverser
librement la paroi bactérienne des bactéries a Gram négatif. Ainsi, des antibiotiques avec
des poids moléculaires supérieurs aux 1000Da comme la vancomycine (1449Da), la
daptomycine (1620Da) ou la teicobactine (1242Da), pourraient étre désormais actifs sur les
bactéries a Gram négatif en facilitant leur passage a travers la membrane externe. Comme

décrit dans l'introduction, les bactéries a Gram négatif, a différence des bactéries a Gram
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positif, présentent une membrane externe supplémentaire formée par des phospholipides
et porines. Ces porines régulent le passage des substances a l'intérieur de la bactérie. Ce
passage peut étre rendu difficile non seulement du fait de la taille de I'antibiotique mais
aussi du fait du nombre de porines présentes dans la membrane. Certains mécanismes de
résistance s’expliquent par une diminution du nombre de porines. Les porines sont des
protéines de membrane avec des dimensions d’environ 35A de longueur et 50A d’hauteur
(Galdiero et al. 2012). Le diamétre des porines est d’environ 15A pour les porines générales
et 6A pour les porines trés sélectives (Galdiero et al. 2012). Des molécules ayant une taille

supérieure a 15A (~1000Da) seront donc bloquées.

Nous avons testé la vancomycine (Figure 25), antibiotique de la famille des Glycopeptides,
beaucoup trop volumineux pour emprunter les porines de la membrane externe des
bactéries a Gram négatif. Cet antibiotique est actif a faibles concentrations contre les
bactéries a Gram positif (Reynolds 1989) qui ne présentent pas de membrane externe. Cet
antibiotique a la capacité d’inhiber la synthése du PG, en empéchant l'action des
glycotransferases et des transpeptidases bloquant ainsi I’élongation du PG. La vancomycine
traverse la paroi bactérienne et se fixe spécifiguement sur le dipeptide D-alanyl-D-alanine
terminal de la chaine disaccharide (unité de base et précurseur de la synthese du PG)
(Bryskier 2005). Cette fixation provoque un encombrement stérique et bloque deux des
principales réactions enzymatiques nécessaire pour la synthese du PG. Ceci finit par
provoquer la mort de la bactérie, néanmoins, I'activité de la vancomycine est lente (24h et

48h).

Vancomycine

iy
MYLAN k\gi Tj/

- il Mylan

Figure 25 : Structure chimique de la Vancomycine (Image créée en utilisant ACD/ChemSketch
8.0)
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Dans la littérature, des nanoparticules de vancomycine ont été utilisées pour le traitement
des infections a Gram négatif (Kell et al. 2008) ou des bactéries devenues résistantes aux

antibiotiques(Gu et al. 2003). Néanmoins, elle reste une voie trés peu exploitée.

d) Pouvoir bactéricide : exemple de la doxycycline

Nous pouvons classer les antibiotiques selon le type d’action qu’ils auront sur la bactérie,
bactéricide ou bactériostatique. Le terme bactéricidie est appliqué aux substances capables
de tuer les bactéries, par contre, la bactériostase s’attribue aux substances qui ont la

capacité de stopper la multiplication bactérienne mais sans tuer les bactéries.

Méme si les deux types d’antibiotiques sont couramment utilisés, certains auteurs ont
prouvé qu’utiliser des antibiotiques bactériostatiques, favoriserait [|'apparition des
résistances. Les bactéries restantes continuent a produire des toxines en reprenant

éventuellement leur croissance (Schaechter et al. 1993).

Nous avons testé aussi la doxycycline (Figure 26), antibiotique bactériostatique de la famille

eme

des tetracyclines de 2" génération (1973).

HsC CHs

Figure 26 : Structure chimique de la Doxycycline (Image créée en utilisant ACD/ChemSketch
8.0)

Le mécanisme d’action de la Doxycycline repose sur I'inhibition de la synthese protéique des
bactéries en empéchant I'attache de I’ARNt au complexe ARNm-ribosome, et I'inhibition des
systémes enzymatiques bactériens par chélation des cations divalentes (notamment Mg**)
Son spectre, au début assez large, s’est beaucoup réduit a cause de I'émergence des
résistances. Néanmoins, la doxycycline reste le traitement de choix pour les infections d{ a

Chlamydia et a Mycoplasma ou en tant qu’antipaludéen (Filisetti and Monassier 2012).
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Dans la littérature, nous retrouvons des associations de la doxycycline avec des huiles
essentielles comme I'huile d’origan contre E.coli (Si et al. 2008) ou avec I’huile de coriandre

contre A.baumannii (Duarte et al. 2012)
Types d’interactions médicamenteuses

Nous parlons d’interaction médicamenteuse lorsque lincorporation de médicaments
modifie I'effet des premiers. Pour que cet effet apparaisse, il faut que les médicaments
soient simultanément présents dans I'organisme, ou que les effets des premiers soient
présents pendant l'administration des seconds. Les mécanismes responsables de ces
interactions peuvent étre tres variables et parfois inconnus. Dans le domaine
pharmaceutique, toutes les interactions ne sont pas désirables et certaines peuvent étre
dangereuses. On peut citer comme exemple ['utilisation simultanée des cyclines avec
rétinoides ou des macrolides avec des dérivées de I'ergot de seigle. Souvent ces associations
déléteres pour le patient sont involontaires et doivent étre détectées par le Pharmacien.
Cette these s’inscrit dans un objectif de bénéfice de ces interactions pour améliorer
I’efficacité antibiotique. Selon I'effet retrouvé, les interactions peuvent se classer en :
-synergiques: I'action conjointe de deux antibiotiques est supérieure a la somme des
actions de chacun de deux seuls.
-antagonistes: ce phénomene apparait lorsque I'effet d’'un antibiotique réduit ou
supprime I'effet de I'autre.
-indifférentes: ici I'association ne peut pas étre considérée comme synergique ni
antagoniste. Dans ce cas, nous retrouvons un effet correspondant a I'addition de
deux médicaments.
En microbiologie existent plusieurs techniques pour déterminer si une association est

synergique ou pas. Dans cette thése, nous nous sommes servis de deux d’entre elles :

a) Indice FIC.
L'indice FIC ou Fractional inhibitory concentration index, est déterminé grace a la
concentration minimale inhibitrice* (CMI ou MIC en anglais) de chague médicament, seul et
en association, la formule qui met en relation ces parameétres a été reportée par Didry en

1994 :
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MICaz  MICg)a
MIC, | MiCg

FIC; =

MICa correspond a la CMI du produit A seul et MICas @ la CMI du produit A associé au
produit B, de la méme maniere, MICg correspond a la CMI du produit B seul et MICg/a.
L'interprétation de cet indice varie selon I"auteur, mais nous avons choisi I'interprétation la
plus courante :

- la synergie est donc définie pour un indice FIC<0,5,

- Llindifférence est définie pour un indice FIC tel que 0,5<FIC£4n

I’'antagonisme est défini pour un indice FIC>4 (White et al. 1996)

*Définition de MIC page 106.

a) Lacinétique de bactéricidie

Il est aussi possible de déterminer une synergie grace a la cinétique de bactéricidie, nous
pouvons considérer une association synergique s’il existe au moins 2 logs CFU/mL de
différence entre I'association et le médicament seul le plus actif.

La cinétique de bactéricidie est une technique que permet de représenter graphiquement
I’évolution d’un traitement antibactérien sur 24h.

Méme si ces deux méthodes sont tres utilisées, les résultats obtenus ne sont pas toujours
comparables, parce que les protocoles expérimentaux sont légerement différents. Dans

cette these, nous avons décidé de travailler avec les deux méthodes.

SYNERGIE ANTAGONISME INDIFFERENCE
g - Control = Control =) Control
.é’ 8: A s:ﬁ
o
o -l -
Q@ 6 6 \C+D
- A
S 44 B 4
o o D Al
c
2 24 A+B 2 2
- N il -
o L} T T 24 O L L ) 24 O L] L L 24
Hours Hours Hours

Figure 27 : Différents types d’interaction en cinétique de bactéricidie
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Dans la figure 27 nous pouvons schématiser les différents profils que I'on retrouve selon le
type d’interactions. Dans un cas de synergie, nous avons un antibiotique « A » d’un effet
similaire au Control, un médicament « B », bactériostatique et un effet bactéricide lorsque
les deux antibiotiques sont associés.

L’antagonisme est caractérisé pour un effet global (C+D) moins puissant que D

Si I'effet est la méme pour I'association (E+F) que pour F, 'association est considérée

comme indifférente.

2.2 MATERIELS ET METHODES

Préparation des NCL
Les nanocapsules lipidiques ont été formulées selon la méthode d’inversion de phase. Nous
avons testé différents types de nanocapsules réalisées selon les méthodes de formulations

décrites dans le chapitre 1.

Les souches bactériennes

Nous avons donc travaillé avec 4 bactéries d’espéces différentes, A.baumannii SAN et RCH,
Pseudomonas aeruginosa souche clinique ATCC, Klebsiella pneumoniae et E .coli ATCC25922.
Les bactéries sont mises en culture pendant 16heures sur une gélose au sang. De 2 a 4
colonies seront prélevées a I'aide d’un écouvillon et déposées dans 2mL d’une solution de
NaCl a 0,85%. La turbidité de la suspension bactérienne est mesurée en utilisant un
densitometre. Le densitoméetre DENSIMAT permet de mesurer la densité optique d’un
inoculum bactérien. La densité bactérienne est calibrée pour que la turbidité soit
équivalente au 0,5 unités MacFarland, ce qui équivaut a environ 108 CFU/mL. Pour chaque
souche, nous avons préparé une solution a DO de 0,5McF, puis effectuer une dilution au

10°™ dans du BHI (1mL dans 9mL de BHI).

Les antibiotiques
Nous avons testé 4 antibiotiques différents appartenant a des classes différentes (décrits
précédemment)

-Rifampicine, Rifadyne IV (lot: 1A2449) 600mg, poudre et solvant pour perfusion

distribué par Sanofi-Aventis.
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-Méropéneme, Meronem (lot : 13033D) 1000mg, poudre pour perfusion IV, distribué
par Astra Zeneca

-Vancomycine (lot: B2142) 1000mg, poudre pour perfusion IV, distribué par MYLAN.
-Doxycline hyclate (lot: A388805) 100mg, solution injectable pour perfusion,
distribué par SERB Laboratoires. Qui a fait I'objet d’une étude a part (article intitulé :
Synergistic interaction between doxycycline and terpenics components of essential
oils encapsulated within lipid nanocapsules against Gram-negative bacteria, qui suit

ce chapitre)

Détermination de concentration minimale inhibitrice (CMI)

La concentration minimale inhibitrice ou CMI fait référence a la plus faible concentration
d’antibiotique suffisante pour inhiber, in-vitro, la croissance d’'une souche bactérienne
(Bébéar and Robertson 1996). Elle permet de déterminer quelle concentration
d’antibiotique sera efficace contre une bactérie particuliere.

La détermination de la concentration minimale inhibitrice ou CMI est effectuée dans une
plague de 96 puits, comme le montre la Figure 29 : 100uL de BHI (Brain Heart Infusion) sont
déposés dans chacun des puits, en réservant la ligne A aux témoins (pas d’actifs). 100uL du
produit a tester est ajouté dans chaque puit de la ligne B, et des dilutions de deux en deux
sont effectuées dans chaque ligne afin d’obtenir des concentrations décroissantes. Les
100uL restant apres la derniére ligne sont éliminés.

100uL de la suspension bactérienne préparée, sont ajoutés dans I'ensemble des puits. Ce qui
porte un volume total de chaque puit a 200uL. La plaque sera para-filmée et mise en
incubation pendant 24heures a 37°C. La CMI correspond a la concentration en antibiotique

du 1° puit ne présentant aucun trouble.

- 5 le - concentré

le + concentré
\‘ A C D E F G @

4\ Concentration pg/mi

CMI

lIa}

IOTmMON®>

Témo

Figure 29 : Plaque 96 puits pour la lecture de la CMI
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Cinétique de bactéricidie

La cinétique de bactéricidie (Figure 30) est une technique qui permet de représenter
graphiquement la croissance d’une bactérie en présence d’un antibactérien sur 24heures.

La cinétique de bactéricidie est réalisée avec un inoculum d’environ 1.5 10° CFU/mL, dans un
volume final de 2mL. Les échantillons contenant les produits a tester et les témoins (les
bactéries en BHI) seront incubés a 37°C. A0, 3, 6 et 24h 100uL de chaque échantillon seront
prélevées et diluées (si nécessaire) dans des tubes contenant 10mL d’eau. 100uL de chaque
dilution seront étalés sur une gélose au sang a l'aide d’un rateau. Les géloses seront
incubées toute la nuit a 37°C et les colonies seront comptées afin de pouvoir tracer un
graphique logarithmique en fonction du temps.

L'activité a été considérée comme bactéricide lorsque l'inoculum initial est réduit de > 3
logl0 CFU/mL (99,9%), et I'activité bactériostatique a été défini comme une réduction de
I'inoculum initial entre 0 et 3 logyg UFC/mL (Tenover et al. 2004). Comme nous |'avons dit,
cette technique nous permet aussi de déterminer si une association est synergique. La
synergie a été définie comme une diminution de >2logiy du nombre de CFU par ml par

rapport a I'agent le plus actif unique (Singh et al. 2002).

Incubation pendant Incubation des
3,6 et 24h géloses~16h .

Pré tion d | Dilutions et | Dénombrement
T?P:ra '_::“ ES l étalage sur des et représentation
echantiflons / gélose au sang graphique

—> Témoin (Bact) j F A : . "_

—> Bact + NCL E8d8g , /\' —

> Bact +ATB R ——

—> Bact + NCL/ATB D o

Figure 30: Protocole de la méthode de cinétique de bactéricidie pour I'étude des

associations NCL/ATB.

Microscopie électronique a balayage (MEB)

Nous avons réalisé des études d’imagerie sur plusieurs bactéries avec |'association AT98a-
Vancomycine. Pour chaque souche, nous avons préparé une solution a DO de 0,5McF, puis
effectué une dilution au 10°™ dans du BHI (1mL dans 9mL de BHI). Nous avons mis les
bactéries en contact avec les produits (AT98a, NCL EU, NCL CN et vancomycine) pendant 6

heures a 37°C.
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Dans le Tableau ci-dessous (Tableau 7) nous avons compilées les concentrations en actif
testés pour chaque bactérie. Dans tous les cas, nous avons utilisé chaque actif avec des

concentrations un peu inférieures a leur CMI correspondante.

A.baumannii SAN K.pneumoniae P.aeruginosa
TEMOIN Sans actifs Sans actifs Sans actifs
VANCOMYCINE 10pg/mL 10pg/mL 10pg/mL
AT98a 425ug/mL 620ug/mL 930ug/mL
NCLEU 465ug/mL
NCLCN 250ug/mL

Tableau 7: Concentrations de chaque actif utilisé pour chaque bactérie pour la technique de
microscopie électronique.

Les bactéries ont été centrifugées a 4000rpm pendant 10min et lavées avec du PBS
(phosphate buffered saline). Le culot bactérien a été ensuite posé sur une lamelle ronde et
fixé a vide avec une solution glutaraldéhyde 2% - paraformaldéhyde 2%. Le protocole pour la
post-fixation et pour la déshydratation des échantillons est le méme que celui qui a été
décrit dans le Chapitre 1.

Les bactéries testées ont été A.baumannii SAN, Klebsiella pneumoniae et Pseudomonas
aeruginosa, chaque association a été comparée a un témoin négatif. Les images ont été

obtenues grace au microscope Jeol JSM -6301F.

Microscopie électronique a transmission (MET)

Nous avons également décidé d’observer les bactéries par microscopie électronique a
transmission, contrairement a celle du balayage, le faisceau laser ne va pas balayer
I’échantillon mais la traverser. Cela permet la visualisation d’'un échantillon mince en
transparence ce qui permettra de regarder la surface de la bactérie et également sa
composition interne. Les deux techniques peuvent apporter des informations
complémentaires.

Le principe repose sur I’émission des électrons lorsque I'on chauffe un filament. Les
électrons sont ensuite accélérés grace a I'application d’une tension comprise entre 200 et
1000kV. Une fois le vide réalisé, le faisceau d’électrons passe a travers |'échantillon et est

focalisé a I'aide de lentilles magnétiques.
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Pour la préparation de I’échantillon, nous avons suivi le méme protocole que pour la MEB.
Nous avons observé A.baumannii SAN en présence d’AT98a a une concentration de
255ug/mL. Comme pour les bactéries observées au MEB, elles ont été incubées pendant
6heures avec I'actif et lavées avec du PBS.

Les bactéries sont fixées dans des tubes Falcon avec du Paraformaldéhyde 2%
glutaraldéhyde 2% une nuit sous vide puis rincées avec du tampon phosphate.

Une étape de post fixation est réalisée avec du Tetraoxyde d’osmium (OsO4) 1% dans du
H,0 pendant 1 heure a température ambiante. Cette étape est suivie d’'une déshydratation
avec des concentrations croissantes en éthanol (50%, 70%, 95%) pendant 20minutes suivi de
trois déshydratations avec de I’éthanol a 100% (3x30min).

Pour l'inclusion en résine Epon deux solutions sont mélangées aux proportions 2/3. La
premier est constitué par 38g de EMBed 812 (Epon 812) et 50g de 2-Dodecenyl succinic
anhydride (DDSA) et la deuxiéme est constituée par 50mL de EMBed 812 et 44,5mL de Nadic
Methyl anhydre (NMA). Les deux solutions seront mélangées pendant 15min puis 2,5% de
diméthylaminoéthanol (DMAE) est ajoutée et agité pendant 15 minutes.

Les culots de bactéries sont inclus dans la résine Epon. Pour cela deux lavages avec de
I'oxyde de propyléene seront réalisés (15min chacun). Ensuite, le bain d’oxyde de propylene
est substitué par un mélange a parts égales d’oxyde de propyléne et une solution finale
d’Epon pendant au moins 18 heures, et enfin le bain est remplacé par la solution finale
d’Epon (pendant 4 heures minimum). Le bain est changé a nouveau et I'ensemble
polymérisé a I’étuve (24h a 37°C, 24h a 45°C et 48h a 60°C).

Des coupes ultrafines de 60nm sont finalement réalisées avec un ultra-microtome Leica UC7
et elles sont déposées sur des grilles de cuivre.

Pour le contraste, une coloration a I'acétate d’uranyle 3% est réalisée dans I’éthanol pendant
15min, suivie d’un ringage a I’eau déminéralisée.

Les images ont été obtenues grace au microscope Jeol TEM 2011 en travaillant a 2000kV.

2.3 RESULTATS ET DISCUSSIONS
Résultats de CMI
Les résultats de CMI pour les NCL et pour les antibiotiques étudiés ont été compilés dans le

Tableau 8 et les valeurs de CMI exprimés en pg/mL.
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A.baumannii | A.baumannii | K.pneumoniae | P.aeruginosa E.coli

SAN RCH ATCC 25922

625 625 1250 1250 625

312 312 312 620 312

1250 1250 >5000 (R) >5000 (R) 2500

625 625 1250 2500 625

625 625

>5000 (R) >5000 (R) >5000 (R) >5000 (R) >5000 (R)

1 32 (R)
4 2 e
1240 (R) — |
4 4 8 (R) 32 (R) 1

Tableau 8: Résultats de CMI pour les NCL et les antibiotiques pour les souches
d’Acinetobacter baumannii SAN et RCH. Les résultats de CMI sont exprimés en pg/mL
(R) : résistant, --- : Expériences non réalisées.

En ce qui concerne les NCL chargées, nous avons pu constater que toutes les NCL montre un
effet bactéricide. Néanmoins, les NCL d’eugénol semblent les moins efficaces avec de
valeurs de CMI de 1250ug/mL pour la plupart des bactéries étudiées. A I’ opposé, nous
retrouvons les NCL de cinnamaldéhyde qui présentent la plus faible CMI (320ug/mL pour
A.baumannii et E.coli). Entre les deux, nous retrouvons les mélanges NCL eugénol-
cinnamaldéhyde, AT98a et AT101.

Les NCL blanches (sans actif) n’ont pas d’effet bactéricide, nous pouvons donc attribuer tout
I'action bactéricide des NCL aux HE et pas aux excipients (Solutol, Labrafac ou Lipoid) des
NCL.

Nous pouvons conclure que Pseudomonas reste la bactérie testée la moins sensible aux HE.
Ce manque de sensibilité peut étre caractéristique de la bactérie ou simplement de la
souche ATCC 25922.

En ce qui concerne les CMIs, nous n’observons pas beaucoup de différence pour les
mélanges (AT98a, AT101 et NCL EU-CN) qui montrent des valeurs assez semblables pour
chaque bactérie. Néanmoins, c’est lorsque nous |'associons aux antibiotiques que nous
observons une différence entre AT98a et les NCL de cinnamaldéhyde et eugénol.

En observant uniquement les résultats de CMI, le choix des NCL de cinnamaldéhyde

semblerait le plus logique, mais ce que nous cherchons c’est surtout de sélectionner celles
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qui présentent les plus grandes synergies lorsqu’associées aux antibiotiques. Ainsi, I'indice
FIC reste le principal parameétre que nous allons utiliser pour sélectionner les NCL.

En observant les CMI des antibiotiques sur la bactérie A.baumannii nous pouvons observer 2
résistances : méropéneme-A.baumannii RCH et vancomycine-A.baumannii RCH. La premiere
est relative a une résistance acquise par spécifiquement la souche RCH (SAN est plus sensible
a l'antibiotique). La deuxieme est plutét conséquente a l'incapacité de I'antibiotique a
franchir les membranes de la bactérie.

La Rifampicine, contrairement aux autres antibiotiques testés, ne présent pas de résistance,
nous observons une différence de CMI d’une souche a l'autre (4ug/mL pour la SAN et
2ug/mL pour la RCH). Dans ce cas, I'intérét d’une association serait d’étre plus efficace avec

des CMlIs plus basses.

Détermination de I'indice FIC
Nous avons calculé grace a la formule montrée précédemment, l'indice FIC de chaque

association. Les résultats obtenus ont été compilés dans le Tableau ci-dessous (Tableau 8) :

cMmi cMmi MIC MIC Indice
ATB NCL BACT NCL NCL/ATB ATB ATB/NCL FIC
NCL CN RCH 312 160 2 2 1,5
Rifampicine SAN 312 160 4 2 1
NCL EU-CN RCH 625 312 2 2 1,5
AT98a RCH 625 312 2 2 1,5
AT98a SAN 625 625 1 1 1,5
RCH 625 625 32 (R) 16 1,5
NCL EU RCH 1250 1250 32 (R) 16 1,5
Méropéneme NCL CN RCH 312 312 32 (R) 16 1,5
NCL EU-CN RCH 625 625 32 (R) 16 1,5
NCL blanches | SAN | >5000 (R) 2500 1 2 2,5
AT98a RCH 625 312 1028 (R) 10 0,5
Vancomycine NCL EU-CN RCH 625 312 1028 (R) 10 0,5
NCL CN RCH 312 180 1028 (R) 10 0,5

Tableau 9 : Indice FIC (vert : synergique, orange : indifférent) pour les associations des NCL
avec la rifampicine, le méropénéme et la vancomycine sur deux souche d’A.baumannii.
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Les valeurs de CMI pour la doxycycline sont montrés dans I'article a la fin de ce chapitre.
Apres avoir déterminé la CMI de chaque produit, nous les avons associés pour calculer
I'indice FIC pour chaque association. Les résultats obtenus sont compilés dans le Tableau 9.
En analysant les résultats obtenus pour I'association avec la rifampicine, nous n’observons
pas un effet synergique, dans tous les cas, I'indice FIC est supérieur a 0,5. Néanmoins, nous
observons une réduction de la CMI des NCL a la moitié lorsqu’on les associe a la Rifampicine
contre A.baumannii RCH. Et dans le cas de la souche SAN nous observons une réduction de
la moitié de la CMI aussi pour I'antibiotique.

Si nous analysons les indices FIC que nous avons obtenu avec le méropénéme nous pouvons
conclure que cet antibiotique ne présent pas de synergie lorsqu’on I'associe aux NCL.

Si nous comparons la souche SAN a la souche RCH testées toutes les deux avec le mélange
AT98a/méropénéme, nous observons I'absence de synergie qui est traduit par un indice FIC
de 2 et 1,5 respectivement.

Méme si certaines NCL montrent des effets bactéricides plus puissants que d’autres, le profil
obtenu par rapport a la synergie du mélange reste le méme. Nous n’observons pas de
diminution de la CMI pour les NCL et nous observons une diminution d’1/2 log pour
I’antibiotique (pour la souche RCH).

Nous avons également testé I'action des NCL blanches associées au méropéneme,
I'association aide a réduire la CMI des NCL blanches mais ne produit aucun effet synergique
avec 'antibiotique (fait qui reste assez cohérent parce que les NCL blanches ne sont qu’un
vecteur qui ne possede aucune propriété bactéricide).

Lorsque nous avons associé la vancomycine avec nos NCL nous nous attendions a obtenir un
effet plus intéressant avec AT98a plutét qu’avec les NCL EU-CN car les premiéres
contiennent en plus du carvacrol qui est le composant sensé avoir un effet puissant dans la
déstabilisation de la paroi bactérienne. Néanmoins, lorsque nous comparons l'indice FIC de
deux associations nous observons un résultat assez semblable.

Méme si nous avons obtenu une synergie (indice FIC<0,5) les fortes concentrations de
Vancomycine nécessaires pour retrouver cet effet nous ont décidés a rejeter cet
antibiotique. Néanmoins nous avons quand méme réalisé une cinétique de bactéricidie avec

certaines associations, afin de mieux visualiser cette synergie.
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2.1 Cinétique de bactéricidie

Nous avons représenté dans des graphes logarithmiques I’évolution sur 24 heures de chaque
association, nous avons inclus dans cette thése les courbes les plus représentatives pour la
rifampicine (Figure 31), le méropénéme (Figure 32 et Figure 33) et la vancomycine (Figure

34).

a) Rifampicine

a —4—-Témoin ~de=NCL Cl 80pg/mL b ~4—Témoin ~—d~NCLCl 160pg/mL
Rifampicine 2ug/mL ~2~NCLClI 80 +Rifa2
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Figure 31 : Résultats de cinétique de bactéricide sur la souche A.baumannii RCH.
a : NCL cinnamaldéhyde 80ug/mL associé a la Rifampicine 2ug/mL
b : NCL cinnamaldéhyde 160ug/mL associé a la Rifampicine 2ug/mL

Les résultats de cinétique de bactéricidie qui apparaissent dans I'image 31 montrent qu’aux
concentrations utilisées nous n’avons pas retrouvé de synergie entre nos nanocapsules et la
rifampicine.

Nous avons un effet indifférent qui montre que I'ajout des NCL ne modifie pas I'effet de la
rifampicine. La Rifampicine est un antibiotique tres efficace a des faibles doses, nous avons
écarté cette association de notre étude en cherchant d’autres antibiotiques moins efficaces

ou qui présentent des résistances afin de trouver une association synergique.
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b) Meéropéneme
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Figure 32 : Résultats de cinétique de bactéricide sur la souche A.baumannii RCH.
a : NCL AT98A 425ug/mL associé au Méropénéme 2ug/mL
b : NCL cinnamaldéhyde 160ug/mL associé au Méropénéme 2ug/mL
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Figure 33 : Résultats de cinétique de bactéricide sur la souche A.baumannii SAN.
AT98a a 425ug/mL et Méropénéme a 1ug/mL

Les résultats de cinétique de bactéricidie pour I'association NCL- méropénéme sont montrés
dans la figure 32 pour la souche RCH et dans la figure 33 pour la souche SAN.

Dans la premiere figure (32a), nous observons que I'association d’AT98a ainsi que des NCL
de cinnamaldéhyde avec le méropénéme ne s’averent pas synergiques. L'antibiotique a
2ug/mL présente un profil similaire a celui du témoin. L’association est trés semblable a
AT98a seul.

Nous retrouvons un profil similaire dans la figure 32b avec le cinnamaldéhyde a 160ug/mL
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Dans la figure 33, nous avons testé le Méropénéme a 1ug/mL avec AT98a a une
concentration 425ug/mL. Nous observons un effet bactériostatique avec les nanocapsules
seules. L'effet est bactéricide avec le Méropénéme seul ainsi qu’avec son association avec
les AT98a.

Dans les 3 cas, nous n’avons pas retrouvé de synergie, raison pour laguelle, nous n’avons pas

retenu cet antibiotique.
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Figure 34 : Résultats de cinétique de bactéricide sur la souche A.baumannii RCH.

a : NCL eugénol-cinnamaldéhyde (50/50) 425ug/mL associé a la Vancomycine 10ug/mL
b : NCL cinnamaldéhyde 160ug/mL associé a la Vancomycine 10ug/mL

c : AT98a 425ug/mL associé a la Vancomycine 10ug/mL

Les résultats de cinétique de bactéricidie ont été montrés dans la Figure 33. Nous avons
testé plusieurs concentrations des NCL et nous avons gardés celles qui ont donné les

meilleurs résultats.
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Nous observons une synergie (au moins 3log de différence entre |'association et I'actif seul le
plus puissant) uniquement dans I'association avec AT98a a 425ug/mL avec la Vancomycine a
10pg/mL.

Les NCL d’eugénol et cinnamaldéhyde (34a) montrent un effet légérement synergique (au
moins 2 log d’écart entre I'association et I'actif, le plus puissant, seul) mais qui ne s’avére pas
bactéricide et qui est moins important que la synergie retrouvée pour AT98a.

Dans les deux premieres figures avec des NCL de cinnamaldéhyde (34b) a des trées faibles
concentrations, nous n’observons aucune synergie: le cinnamaldéhyde seul montre le
méme effet que I'association.

La présence de carvacrol dans le mélange d’AT98a, réduit la quantité de cinnamaldéhyde
ajouté (I'actif le plus puissant de tous les trois, mais présentant une toxicité plus élevée). La
CMI augmente et nous observons un effet bactériostatique lorsque AT98a est utilisé seul et

bactéricide lorsque nous le combinons avec la Vancomycine.

—

&~ 3
m Déstabilisation de la

membrane bactérienne

AT98a

(NCL CI-CR-EV)
Facilite le passage

- .
— de la vancomycine

Inhibition de la
synthése du PG

Vancomycine

Bactérie Gram négative

Figure 35 : Schéma sur le mécanisme d’action de I'association AT98a-Vancomycine

Connaissant l'incapacité de la Vancomycine a traverser la membrane des bactéries a Gram
négatif, nous considérons que le succes de cette association est d( a la capacité des NCL a
déstabiliser la membrane bactérienne, facilitant ainsi le passage de I'antibiotique qui sera
donc capable d’exercer son action (Figure 35)

Néanmoins, méme si I'association est efficace, les doses de Vancomycine utilisées sont trop
élevées pour envisager une administration chez 'homme. Ainsi, nous avons décidé d’écarter

cette association de notre étude.
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d) Doxycycline
Les tests réalisés vis de la doxycycline se sont révélés positifs vis de la synergie avec les HE.

Les résultats obtenus ont fait I'objet d’un article a part qui figure a la fin de ce chapitre.

Microscopie électronique a balayage

Nous avons compilés les images de microscopie électronique a balayage dans les pages
suivantes. Nous avons étudié le comportement des NCL et de la Vancomycine sur trois types
de bactéries : Acinetobacter baumannii (Figure 36), Klebsiella pneumoniae (Figure 37), et
Pseudomonas aeruginosa (Figure 38). Nous avons travaillé avec des grossiesment d’entre

15.000 et 20.000 (selon la bactérie) et a 3.0KV
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a) Acinetobacter baumannii SAN

TEMOIN VANCOMICINE

Figure 36: Images de MEB pour la bactérie Acinetobacter baumannii SAN traité avec la
Vancomycine, AT98a, des NCL d’eugénol, des NCL de cinnamaldéhyde et leurs respectives

associations avec la Vancomycine.
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b) Klebsiella pneumoniae

TEMOIN

AT98a VANCOMYCINE

AT98a/VANCO

Figure 37 : Images de MEB pour la bactérie Klebsiella pneumoniae traitée avec la

Vancomycine, AT98a et I'association de deux.
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c) Pseudomonas aeruginosa

TEMOIN

VANCOMYCINE

AT98a

AT98a/VANCOMYCINE

Figure 38 : Images de MEB pour la bactérie Pseudomonas aeruginosa traitée avec la
Vancomycine, AT98a et I'association de deux.
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Acinetobacter a été notre bactérie de référence tout au long de cette thése. Raison pour
laquelle toutes les associations que nous avons testées, ont d’abord été testées sur
A.baumannii.

Les images de microscopie montrent que pour toutes les souches étudiées, la vancomycine,
utilisée a 10ug/mL, n'a pas beaucoup d’effet sur les bactéries. Nous observons que les
bactéries traitées ont la membrane externe lise et continue comme celle des témoins.

AT98a en combinaison avec la vancomycine semble avoir un effet sur les bactéries, plus
importante que les deux actifs séparément, méme si nous observons des irrégularités au
niveau de la membrane lorsque la bactérie est traitée avec AT98a.

Klebsiella pneumoniae, semble étre sensible aux NCL, nous observons des trous aux niveaux
des extrémités de la bactérie et une membrane externe qui devienne moins lise et ferme.
Lorsque nous associons les NCL a la vancomycine nous observons une légére potentialisation
des effets des NCL avec une grande partie des bactéries touchées, en comparaison avec les
bactéries traitées seules avec des NCL.

Pseudomonas aeruginosa semble aussi étre sensible a l'action des huiles essentielles.
Lorsque les NCL sont utilisées seules, nous observons que la surface de la bactérie
commence a devenir beaucoup moins ferme que celle des bactéries témoins. Dans ce cas,
nous ne constatons pas la présence des trous dans la membrane de la bactérie. L’association

parait montrer un effet plus synergique que celui qu’on retrouve pour Klebsiella.

Microscopie électronique a transmission
Nous avons compilés les images de microscopie électronique a balayage dans les pages
suivantes. Nous avons étudié le comportement des NCL sur Acinetobacter baumannii (Figure

39).
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Figure 39 : Images de microscopie électronique a transmission de la bactérie A.baumannii
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apres 6heures d’incubation, sans aucun traitement (Témoin) et traitées avec AT98a a une
concentration de 250ug/mL (AT98a).

Les images montrent que les bactéries traitées avec AT98a présentent un cytoplasme moins
dense avec des parties fixant 'OsO4 (aspect blanchatre) comparativement aux bactéries
témoins. Ceci pourrait étre en faveur d’'une densité d’organites plus faible. Nous avons aussi
remarqué une diminution en nombre de bactéries ce qui montre une efficacité du
traitement par rapport au témoin. Néanmoins les coupes ne permettent pas d’apprécier des
changements au niveau de la membrane (méme si ces changements ont été mis en évidence
par technique MEB). Nous avons mesuré |'épaisseur la membrane externe des bactéries
(Témoin et traitées avec AT98a) et les deux présentent des valeurs similaires (entre 25 et

35nm).

AR,

Figure 40 : Coupe transversale d’A.baumannii observée par MET, avec le cytoplasme (rouge)
et la membrane bactérienne (bleu), a une échelle de 100nm.

Pour certaines bactéries traitées avec AT98a (Figure 40), on peut distinguer ce qui semble
étre une interruption de la membrane (voir partie bleu) et des structures filamentaires au

cceur du cytoplasme (voir partie rouge).
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Figure 41 : Images de microscopie électronique a transmission, bactéries non traitées (a
gauche) et bactéries traitées avec AT98a (a droite).

%

Dans la Figure 41 nous comparons des bactéries (A.baumannii) non traitées (a gauche) avec
des bactéries traitées avec AT98a (a droite). Nous observons dans un premier temps une
diminution du nombre de bactéries pour celles qui ont été traitées et une réduction

(surement proportionnelle au nombre de bactéries) de bactéries qui se multiplient.
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2.4 PUBLICATION n°1 : Association avec la Doxycycline
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Figure 28: Graphical abstract pour la publication « Synergistic interaction between

doxycycline and terpenics components of essential

nanocapsules against Gram-negative bacteria”.
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Abstract

The combination of essential oils (EOs) with antibiotics makes a promising strategy towards
combating resistant bacteria. We have selected a mixture of 3 major components extracted
from EOs: carvacrol (oregano oil), eugenol (clove oil) and cinnamaldehyde (cinnamon oil).
These compounds were successfully encapsulated within lipid nanocapsules (LNCs). The
EOs-loaded LNCs were characterized by a noticeably high drug loading of 20% and a very
small particle diameter of 114 nm. The in vitro interactions between EOs-loaded LNCs and
doxycycline were examined via checkerboard titration and time-kill assay against 5 Gram-
negative strains: A. baumannii SAN, A. baumannii RCH, K. pneumoniae, E. coli and P.
aeruginosa. When growth inhibition was considered no interactions were found between
EOs-loaded LNCs and doxycycline (FIC index between 0.7 and 1.30). However when
bactericidal effect was considered, a synergistic interaction was observed (FBC index equal to
0.5) against all tested strains. A synergistic effect was also observed in time-kill assay (a
difference of at least 3 log between the combination and the most active agent alone).
Scanning electron microscopy (SEM) was used to visualize the changes in the bacterial
membrane. The holes in bacterial envelope and leakage of cellular contents were observed in

SE micrographs after exposure to the EOs-LNCs and doxycycline combination.
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Key words:

Doxycycline, Synergy, Lipid nanocapsules, Essential oils, Resistant bacteria, Eugenol,

Carvacrol, Trans-cinnamaldehyde,
Abbreviations:

ATP: Adenosine triphosphate

BHI: Brain-Heart Infusion Broth

CFU: colony forming units

EF-G: Elongation factor G

EF-Tu: Elongation factor thermos unstable

EOs: Essential oils

FBC index: Fractional bactericidal concentration index
FIC index: Fractional inhibitory concentration index
HLB: Hydrophilic-lipophilic balance

HMDS: Hexamethyldisilazane

LNCs: Lipid nanocapsules

LPS: Lipopolysaccharide

MIC: Minimum inhibitory concentration

MBC: Minimum bactericidal concentration

PDI: Polydispersity index

PIT: Phase inversion temperature

SCIAM: Service commun d’Imageries et d’analyses microscopiques

INTRODUCTION

Antibiotic resistance is a rapidly growing problem around the world. The emergence of

multiresistant bacteria such as A.baumannii represents today a serious public health problem

(Dennesen et al., 1998; Song et al., 2009). This is the reason why many researchers have

focused their work on the search for new antibiotics by developing synthetic molecules and

small-molecule libraries customized for bacterial targets. Some of them have intensified the

research on DNA synthesis and have studied the correlation between the chemical structure of

different molecules and their biological activity (Committee on new directions in the Study of

antimicrobial therapeutics). Even though many effective compounds were discovered in the
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past, the chemical variability is insufficient to prevent escalation of antibiotic resistance
(Rosamond and Allsop, 2000). During the 2000s researchers were interested in genome in
search for new antibiotics (Rosamond and Allsop, 2000). Other researchers have focused their
work on derivatives of natural origin substances such as actinonin, pleuromutilin, ramoplanin
and tiacumicin B (Butler & Buss 2006) or essential oils (Hemaiswarya et al., 2008; Rosato et
al., 2008, 2009; Wagner, 2011; Fadli et al., 2012). Essential oils are known to penetrate cell
membranes and interact with protein targets (Stone and Williams, 1992).

We have selected a mixture of three terpenic components of essential oils: carvacrol, eugenol,
and cinnamaldehyde. These components of plant extracts exert their antibacterial activity by
disrupting cell membrane and inhibiting the ATPase activity (Raybaudi Massilia et al., 2009.
Negi, 2012).

Eugenol (2-methoxy-4-(2-propenyl)phenol) is a major component of clove oil (Farag et al,.
1989). Eugenol is used in medicine as a local antiseptic and anaesthetic (Didry et al., 1994;
Markowitz et al., 1992). Carvacrol (2-Methyl-5-(1-methylethyl)-phenol) is a major
component of oregano and thyme oil. It is also found in tequila (Léon-Rodriguez et al., 2008).
It is an isoprenyl phenol that has a strong antimicrobial activity (Roller and Sheedhar 2002)
and is used in food preservation (Ben Arfa et al., 2006) Trans-cinnamaldehyde (3-phenyl-2-
propenal) is a major organic component of cinnamon oil, used as a flavoring agent and in
perfumery. Cinnamaldehyde is also used as a fungicide. It exerts hypoglycemic effect, which
could be of great interest in diabetes treatment (Marles and Farnsworth, 1995; Ross, 2001)

In order to administer and to protect lipophilic substances such as essential oils, we have
chosen lipid nanocapsules (LNCs) as a drug delivery system. LNCs are prepared via a phase
inversion method introduced for the first time by Shinoda and Saito in 1969 (Shinoda and
Saito, 1969). It is a low energy and solvent-free method based on the changes in the
hydrophilic-lipophilic balance (HLB) of a polyoxyethylene surfactant caused by temperature
modification (Huynh et al., 2009). This method enables obtaining small, homogenously
dispersed particles. Varying the mass ratio of the LNCs components: surfactants (a
hydrophilic surfactant- Solutol®, and optionally a lipophilic surfactant- lecithin) and the oil
(Labrafac®), one can yield particles with sizes ranging between 25 and 100 nm. These
particles consist of a triglyceride core surrounded by a surfactant shell. One of the most
important characteristics of these nanocarriers is a high surface area-to-volume ratio that

could offer a considerable advantage in interactions with bacteria.
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When treating infections, the use of a single antimicrobial agent is normally sufficient to
achieve a desired therapeutic effect. However, there are several instances in which two or
more drugs must be given together. These situations include treatment of serious infections
before the identity of the microorganism is known, a desired synergistic effect against certain
organisms and prevention of the emergence of resistant strains (Garrod et al., 1953, Levinson,
2014). Indeed, combined antibiotic therapy has been used against multiresistant bacteria
(Song et al., 2009; Saballs et al., 2006; Yin et al., 2005; Montero et al., 2004). Owing to their
mechanism of action, essential oils offer a promising alternative to be used in combination

with traditional antibiotics.

We have selected doxycycline, an antibiotic of the tetracycline class with bacteriostatic
activity against a variety of Gram-positive and Gram-negative bacteria, mycoplasma,
chlamydiae and rickettsiae. Doxycycline is used in the treatment of bacterial infections such
as acne, urinary tract infections and protozoal infections such as malaria. It is the antibiotic of
choice for the treatment of infections caused by Chlamydia psittaci, Vibrio cholerae (cholera),
Vibrio vulnificus, Mycobacterium marinum and Mycoplasme pneumoniae (Bryskier, 2005).
Doxycycline is useful in the treatment of respiratory tract infections because of its activity
against intracellular atypical microorganisms known to be resistant to antibiotics (Brunton et
al., 2010), such as B-lactams. Doxycycline has an excellent oral absorption and a satisfying
half-life (Naidong et al.,1990). Its bacteriostatic activity and its rapid emergence of resistance
when used alone explain why doxycycline is frequently given with other antibiotics like
neomycine (Bryskier, 2005), ofloxacin, amoxicilline or antibacterial compounds like
lysosomotropic agents (drugs capable of penetrating lysosomes) (Raoult et al., 1990).
Moreover, in certain diseases such as endocarditis, it is often favorable to use a bactericidal
drug (Finberg et al., 2004), and doxycycline cannot be used in the treatment of such
infections. Other studies suggest that a combination of bactericidal and bacteriostatic agents
may lead to improved clinical outcomes, compared with either agent alone (Klastersky, 1986;
Chow and Yu, 1999; Finberg et al., 2004,).

Considering that no doxycycline/EOs combination has been reported to date, the aim of this
study was to examine in-vitro interactions between essential oils encapsulated within lipid

nanocapsules and doxycycline using a checkerboard method and a time-kill assay.
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Figure 1 — Structural formulas of doxycycline hyclate (1), carvacrol (2), cinnamaldehyde (3)

and eugenol (3).

Materials and Methods
2.1 Materials

Labrafac ® WL1349 (caprylic/capric acid triglycerides; 1\VVth European Pharmacopeia 2002)
was kindly provided by Gattefossé S.A. (France). Lipoid ® S75-3 (hydrogenated lecithin) and
Solutol ® HS15 (macrogol 15 hydroxystearate, polyoxyl 15 hydroxystearate; a mixture of
free polyethylene glycol 660 and polyethylene glycol 660 hydroxystearate) (I\Vth European
Pharmacopeia, 2002) were Kkindly provided by Lipoid Gmbh (Germany) and BASF
(Germany), respectively. Cinnamaldehyde and eugenol were purchased from Merck
(Germany) and carvacrol- from Sigma Aldrich (UK). Doxycycline hyclate (Vibraveneuse®)
(100mg) solution for injection by IV route and infusion was furnished by Serb Laboratoires.
All other chemicals and solvents were of analytical grade. Brain-heart infusion (BHI) broth
was purchased from bioMérieux (France). Columbia agar supplemented with sheep blood

(5%) was obtained from Oxoid (France).

2.2 Preparation of LNCs

LNCs were prepared following the procedure described by Montagu et al., (2014) with the
composition presented in Table 1. The components of the LNCs (polyoxyl 15
hydroxystearate, hydrogenated lecithin, and triglycerides) and NaCl were weighed, mixed
with water and heated to 90°C. The samples were cooled to 60°C. The samples were treated
with three heating-cooling cycles, and during the last cooling cycle, at 80-90°C (the
temperature of the phase inversion) the system was diluted with cold (~4°C) water. In the case
of essential oils-loaded LNCs eugenol was added at 82°C during the third cooling cycle,

carvacrol was added at 76°C during the fourth cooling cycle, and cinnamaldehyde was added
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at 75°C during the fifth cooling cycle (Figure 2), followed by cooling to 40°C and heating to
90°C. Having reached the temperature of 55°C, the system was diluted with cold water.

EOs-loaded LNCs Blank LNCs

Solutol 846mg 846mg

NaCl 89.6mg 89.6mg

Labrafac 1028mg 1028mg

Lipoid 75.2mg 75.2mg

MilliQ water 2.98¢g 2.98¢g
MilliQ 12.5mL 12.5mL
water(quenching)

Eugenol 173pL
Carvacrol 173uL
Cinnamaldehyde 173pL

Table 1: Composition of formulation for EOs- LNCs and Blank LNCs prepared via phase

inversion method.
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Figure 2- Schematic representation of temperature cycles in the formulation of EOs-loaded
LNCs and Blank LNCs

2.3 Characterization of LNCs

The intensity-averaged particle diameter and the polydispersity indexes of the LNCs were
determined by Dynamic Light Scattering (DLS) with 173° backscatter detection. The
electrophoretic mobility values measured by Laser Doppler Velocimetry (LDV) were
converted to zeta potential by the Smoluchowski equation. Both DLS and LDV measurements

were carried out on a Zetasizer nano series Nano-ZS fitted with a helium-neon laser operating
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at 633 nm (Malvern Instruments, UK). The measurements were performed after 60-fold
dilution of the primary LNCs dispersion with MilliQ water. Each analysis was carried out at
25 °C in triplicate.

2.4 Bacterial strains

Antibacterial activity was tested against two reference strains: Pseudomonas aeruginosa
(ATCC27853) and Escherichia coli (ATCC 25922) and three clinical isolates: Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii RCH and Acinetobacter baumannii SANOO8 obtained
from the University Hospital of Angers (France).

2.5 Preparation of inoculum

The test strains were grown overnight on Columbia agar at 37°C. 1-2 colonies taken from the
plates were suspended in 2 ml of 0.85% NaCl. The density of the microorganism suspension
was adjusted to equal that of the 0.5 McFarland standard (-1.5 x 10® CFU-mL™). The

bacterial suspension was subsequently diluted 10 times in BHI.

2.6 Minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration
(MBC)

MIC and MBC were determined via a broth microdilution method. The formulations were
diluted with BHI to a final volume of 2mL in a poly-propylene tube. 100 uL of BHI was
added into each well of a sterile 96-well plate. Serial two-fold dilutions of the samples were
performed in BHI to obtain the desired concentration range. 100ul of a bacterial suspension in
BHI was added into each well. Positive control wells (containing BHI and the bacterial
suspension) and negative control wells (containing the BHI and the tested sample without the
bacterial suspension) were also prepared. The plates were incubated at 37°C for 24 hours
without shaking. An amount of approximately 10 pl was withdrawn from each well,
transferred onto a plate containing Mueller Hinton agar using an AQS multipoint inoculator
and incubated overnight at 37°C. The minimum inhibitory concentration (MIC) was defined
as the lowest concentration of drug that inhibited the visible growth of the bacteria (Fadli et
al., 2012). The minimum bactericidal concentration (MBC) was the lowest concentration of
an antibacterial agent that reduced the viability of the initial bacterial inoculum by >99.9%
(Taylor et al., 1983; Andrews, 2001; Petrus et al., 2011).

2.7 Checkerboard titration
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EOs and antibiotic combinations were tested via a checkerboard titration method. Two-fold
dilutions of EOs loaded LNCs and doxycycline were prepared before mixing. The
concentration range of each antimicrobial agent in combination ranged from 1/32xMIC to
4xMIC. The fractional inhibitory concentration (FIC) index was calculated using the

following equation:

MIC,/;  MIC,,,

FIC yoex =
RCTUMIC, T MIC,

Where MIC, is the MIC of the compound A alone, MICx g is the MIC of compound A in
combination, MICg and MICg , A are the MIC of the compound B alone and in combination,
respectively.

The fractional bactericidal concentration (FBC) index was calculated using the following

equation:

MBC ;s N MBCy;, A

FBC poex =
"R MBC,  MBC,

Where MBC, is the MBC of the compound A alone, MBCa g is the MBC of compound A in
combination, MBCg and MBCg A are the MBC of the compound B alone and in combination,
respectively.

Synergy was defined as an FIC or FBC index of <0.5, additivity/indifference as an FIC or
FBC index of >5 but of <4. Antagonism was defined as an FIC or FBC index of >4 (White et
al., 1996).

2.8 Time-kill studies

The time-kill studies were performed with a final inoculum of approximately 1.5 10°> CFU/ml
in a final volume of 2 ml. The samples, containing the tested formulations/compounds and
the control (the bacterial suspension in BHI without tested formulations/compounds) were
incubated at 37°C. At each sampling time (0, 3, 6 and 24 hours) an amount of 100ul was
withdrawn from each tube, and serial 100-fold dilutions were prepared in distilled water when
necessary. A 100ul aliquot of the diluted and/or undiluted sample was delivered onto the
surface of the agar and allowed to be absorbed into the agar. Having incubated the agar plates
for 24 hours at 37°C, the colonies were counted.

The activity was considered as bactericidal when the original inoculum was reduced by > 3
log10 CFU/mI (99.9%), and bacteriostatic activity was defined as a reduction in the original
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inoculum by <3 logl0 CFU/mI (Tenover et al. 2004). Synergy was defined as a >2logig
decrease in the number of CFU per ml compared with the most active single agent (Singh et
al., 2009).

2.9 Scanning electron microscopy (SEM)

The experiments were performed by the SCIAM (Service Commun d’Imageries et d’ Analyses

Microscopiques) using Jeol JSM -6301F scanning microscope.

The samples were incubated at 37°C for 10 hours at the same concentration of
microorganisms as in time-kill studies. Then, the samples were centrifuged at 3000 g for 10
min (x2) and washed with PBS. Then, the bacteria were fixed with 2% glutaraldehyde and 2%
paraformaldehyde overnight under vacuum, and washed with phosphate buffer (pH 7.4). The
post fixation was done using with 1% osmium tetroxide (OsO4). The samples were
dehydrated with graded ethanol series (50%, 70%, 95% and 100%), desiccated with
hexamethyldisilazane (HMDS) and coated with platinum. Samples were viewed 15000,
20000 or 30000 times magnification at 3.0 kV.

2.10 Statistical analysis
The statistical significance of the differences between samples was determined using one-way

analysis of variance (ANOVA). Differences were considered significant at p < 0.05.

RESULTS AND DISCUSSION
3.1 Properties of the LNCs

Blank LNCs 60 nm in diameter were successfully obtained via the phase inversion method.
Slightly negative zeta potential of these nanocarriers can be attributed to lecithin. Lecithin is
an ampholytic surfactant containing phosphate and amino groups and has an isoelectric point
of 4.15 (Petelska and Figaszewski, 2002). The negative value of zeta potential is a
confirmation that the negative charge of the phosphate groups predominated under the
examined conditions (pH=6). Moreover, the presence of the dipoles of the PEG-groups in
polyoxyl 15 hydroxystearate molecules may contribute to the negative charge (Vonarbourg et
al., 2005). Interestingly, after incorporation of EOs the particle size increased significantly to
114 nm. Furthermore, EOs-LNCs exhibited a more negative zeta potential than blank LNCs.
LNCs have been used as carriers for a variety of lipophilic compounds. The influence of the

encapsulated active ingredient depended on the ingredient and on the drug loading- higher
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drug loading affected the properties of the LNCs, whereas low drug loading did not influence
the characteristics of the LNCs (Umerska et al., 2015a). Most of the active ingredients
encapsulated within the LNCs thus far were in a solid state and had a melting point markedly
higher than 37°C. The EOs loading was noticeably higher compared with the other drugs
encapsulated within the LNCs, reaching the values of approximately 20%, comparable to that
of polyelectrolyte complex nanoparticles (Umerska et al., 2014a, 2014b, Umerska et al.,
2015b), therefore their significant influence on the properties of the LNCs is not surprising. It
has been shown that the particle diameter of the LNCs was strongly dependent on the
proportions of the LNCs components, particularly on the Solutol®/oil mass ratio (Heurtault et
al., 2002; Huynh et al., 2009; Umerska et al., 2015a). The addition of EOs significantly
increased the mass of the oil phase, leading to an increase in particle size. Moreover,
incorporation of the EOs could have decreased the density of Solutol® molecules at the
particle surface, therefore increasing the contact of lecithin molecules with the external phase

and resulting in an increase in the absolute value of zeta potential.

Addition of doxycycline did not affect the properties of the EOs-loaded LNC:s. It is difficult to
conclude whether doxycycline was adsorbed on the particle surface, as the concentration of
the former is markedly lower than the latter and might not be sufficient to significantly affect

the properties of the LNCs. Size and zeta potential results are shown in Table 2.

Blank LNCs EOs- LNC EOs-LNC +
doxycycline
Size (nm) 56+1 99 + 6*** 103 + 2***
PDI 0.060 £ 0.028 0.120 + 0.024* 0.125 + 0.021*
Zeta potential (mV) | -10.7 + 1.89 -17.7+ 2.12* -21.4 + 2.83**

Table 2: Physical properties of blank LNCs, EOs-loaded LNCs and EOs-loaded LNCs with
doxycycline. *p<0.05, **p<0.01, and ***p<0.001 versus blank LNCs.

3.2 Antibacterial activity of EOs-loaded LNCs, doxycycline and their combination

The MIC and MBC values of EOs-loaded LNCs and doxycycline alone and in combination

are shown in Table 3.
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MIC EOs- | MICEOs- | MIC MIC
LNC alone | LNCin doxycycline doxycycline | FIC
combination | alone in index
combination
K. pneumoniae 1250 625 8 4 1
A. baumannii RCH 625 312 4 1 0.8
A.baumannii SAN 625 312 4 1 0.8
P.aeruginosa 2500 1250 32 8 0.7
E.coli ATCC 25922 625 160 1 1 1.3
MBC EOs- | MBC EOs- | MBC MBC
LNC alone | LNC in | doxycycline | doxycycline | FBC
combination | alone in index
combination
K. pneumoniae 1250 625 640 4 0.5
A. baumannii RCH 625 312 320 1 0.5
A.baumannii SAN 625 312 320 1 0.5
P.aeruginosa 2500 1250 1280 4 0.5
E.coli ATCC 25922 625 312 640 4 0.5

Table 3: Minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration
(MBC) of EOs-loaded LNCs and doxycycline used alone and in combination, fractional
inhibitory concentration index (FIC) and fractional bactericidal concentration index. MIC and
MBC values are given in pg/ml.

The MIC and MBC of the EOs-loaded LNCs were the same, either 625 pg/ml (A. baumannii,
RCH and SAN, E. coli) or 1250 pg/ml (K.pneumoniae) or 2500ug/mL (P.aeruginosa). The
same values of MIC and MBC might suggest a bactericidal action of the EOs. Indeed, it has
been shown that carvacrol had a bactericidal activity, although the bacteria could grow at low
concentrations (Ultee et al., 1999; Gill and Holley, 2004) demonstrated bactericidal action of
cinnamaldehyde against Listeria monocytogenes and of eugenol against L. monocytogenes
and Lactobacillus sakei. On the other hand, Montagu et al. (2014) have shown that at 2MIC

EOs-loaded LNCs were bacteriostatic.

Pseudomonas aeruginosa was less sensitive to EOs-loaded LNCs than A. baumanni or E.coli,
as the MIC (MBC) differed by more than one serial dilution. P. aeruginosa is known to have
low antibiotic susceptibility and low permeability of the cell envelope. Interestingly, thus far
only strains of the genus Pseudomonas have been shown to be able to overcome the toxicity

of high concentrations of cyclic hydrocarbons (Sikkema et al., 1995).
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The MBC of doxycycline depended on the strain- A. baumannii was significantly more
sensitive to doxycycline than P. aeruginosa (MBC of 320 pg/ml and 1280 pg/mi,
respectively). High MBC values of doxycycline are not surprising, as this antibiotic is known
to be bacteriostatic. Indeed, the MIC values of doxycycline are 40-320 times lower than the
MBC. The FIC index values of EOs-loaded LNCs and doxycycline combination were
between 0.7-1.3, depending on the strain, and therefore in terms of inhibition of bacterial
growth the interactions between doxycycline and EOs-loaded LNCs can be considered as
additive or indifferent. However, when bactericidal effect is taken into account, LNCs-
doxycycline combination demonstrated synergistic effect against all tested strains (FBC index
of 0.5).

Blank LNCs did not display bactericidal effect, and the combination LNCs-doxycycline
demonstrated the same effect as doxycycline alone (not shown). These results prove that the
synergistic bactericidal effect between EOs-loaded LNCs and doxycycline are due to the

presence of the EOs in the formulations, and not due to the nanocapsules.
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Figure 3: Time kill curves of EOs-loaded LNCs and doxycycline used alone and in
combination against a) A.baumannii RCH (EOs-loaded LNCs at 295ug/mL, doxycycline at
4pg/mL), b) A.baumannii SAN (EOs-loaded LNCs at 250ug/mL, doxycycline at 4ug/mL), c)
Klebsiella pneumoniae (EOs-loaded LNCs at 625ug/mL, doxycycline at 4ug/mL), d) E.coli
ATTCC25922 (EOs-loaded LNCs at 465ug/mL, doxycycline at 4pg/mL) and e)
Pseudomonas aeruginosa (EOs-loaded LNCs at 937pg/mL, doxycycline at 4upg/mL).
Diamonds- control, squares- EOs-loaded LNCs, circles- doxycycline, triangles- EOs-loaded

LNCs and doxycycline combination.

Time-kill curves against Klebsiella pneumoniae, A.baumannii SAN and RCH, E.coli and
Pseudomonas aeruginosa are depicted in Figure 3. Doxycycline at 4ug/mL exhibited

bacteriostatic effect against A. baumannii RCH. EOs-loaded LNCs showed bacteriostatic
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effect after 6 hours, and after 24 hours an increase in the number of colony forming units was
observed compared with the initial inoculum. However, when used in combination, EOs-
loaded LNCs and doxycycline showed synergistic bactericidal action. A 6 log difference
between the combination and the LNCs was found. The bactericidal effect of the combination
was observed after 24 hours; after 6 hours the combination exhibited a bacteriostatic effect
similar to that of each of the components alone. In another A. baumannii strain, a 7 log
difference between the combination and each of the ingredients used alone was found (Figure
3b). Similarly to A. baumannii RCH, a bacteriostatic effect was observed in the case of each
of the ingredients as well as their combination against A. baumannii SAN. To better
understand the kinetics of antibacterial effect and to determine when exactly the bactericidal
effect of the combination occurred, the colonies of A. baumannii SAN were counted every
3hours. The bactericidal effect occurred after 21 hours of incubation. Moreover, the difference
between the combination and each ingredient became significant (4 logl0 CFU/ml) after
21hours. Figure 3c shows that, when used alone, EOs-loaded LNCs had a bacteriostatic effect
and doxycycline at 4ug/mL did not exhibit an antibacterial effect after 24 hours, nevertheless
the combination of doxycycline and EOs-loaded LNCs showed a synergistic and bactericidal
effect against K. pneumoniae. A 5 log difference between the combination and the LNCs was
found. This effect was observed after 24 hours; between 0 and 6 hours EOs-loaded LNCs
used alone or in combination with doxycycline had similar influence on the number of colony
forming units. Figure 3d shows that EOs-loaded LNCs alone at 465ug/mL had a bacteriostatic
effect (a 2 log reduction in the number of CFU compared with starting inoculum) against E.
coli, whereas doxycycline at 4pug/mL showed an increased number of CFU compared with the
starting inoculum. The combination of doxycycline and EOs-loaded LNC showed a
synergistic and bactericidal effect. A 2-3 log difference between the combination and the
LNCs was found. In contrast to A. baumanii or K. pneumonia strains, an important reduction
in the number of CFU was observed after 3 hours for the EOs-loaded LNCs and doxycycline
combination. After 6 hours further reduction was observed, which was higher than 3 log,
therefore the combination can be considered as bactericidal after 6 hours. Figure 4e shows
that EOs-loaded LNCs at 937 pg/mL alone had a bactericidal effect against P. aeruginosa
after 3 and 6 hours, but after 24 hours the number of CFU markedly increased. Doxycycline
showed a bacteriostatic effect after 3 hours, and the CFU number was increased by 2 log after
24 hours compared with the starting inoculum. The combination showed a bactericidal effect

after 3 hours similar to that of the EOs-loaded LNCs alone, however further reduction in the
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number of CFU was observed after 6 hours, and the bactericidal effect was still maintained
after 24 hours.

3.3 Scanning electron microscopy

The influence of doxycycline, EOs-loaded LNCs and their combination on A. baumannii SAN
is shown if Figure 4. Similar effect was observed in Klebsiella pneumonia (not shown). The
untreated A. baumannii cells displayed a smooth and intact surface (Figure 4a). After
treatment with doxycycline bacterial debris can be observed next to the bacteria, the surface
became corrugated (Figure 4b). Similarly, after treatment with EOs-loaded LNCs the bacteria
became rough and holes in the bacterial cell envelope can be observed (Figure 4c). Likewise,
holes in the bacterial cell and large quantities of debris were also observed in A. baumannii
treated with the combination of EOs-loaded LNCs and doxycycline (Figure 4d).
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Figure 4. SEM micrographs of A.baumannii SAN after 10 hours of incubation. a: Control-

untreated A.baumannii SAN, b: after treatment with doxycycline (4pug/mL), c: after treatment
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with EOs-loaded LNCs (250ug/mL), d: after treatment with EOs-loaded LNCs(250ug/mL) +
doxycycline (4pug/mL).

3.4 Discussion

The outer membrane of Gram-negative bacteria provides a hydrophilic surface due to the
presence of lipopolysaccharide (Nikaido, 1996), which serves as a penetration barrier for
macromolecules and hydrophobic compounds, making Gram-negative bacteria relatively
resistant to hydrophobic antibiotics. Trans-cinnamaldehyde and carvacrol gain access to the
periplasmic space and to the deeper parts of the cell of Gram-negative bacteria through the
porin proteins of the outer membrane (Helander et al., 1998; Lambert et al., 2001).
Tetracyclines cross the outer membrane of Gram-negative bacteria through OmpF and OmpC
porin channels as coordination complexes with positively charged cations (probably
magnesium). The metal ion-tetracycline complex probably dissociates in the periplasmic
space releasing uncharged tetracycline, a weakly lipophilic molecule able to diffuse through
the lipid bilayer regions of the inner membrane. The uptake of tetracyclines across the
cytoplasmic membrane is energy dependent and driven by the pH gradient component of the
proton motive force (Chopra and Roberts, 2001).

The EOs exerted their antibacterial effect due to their lipophilicity, which allows them to
partition into the lipids of the bacterial membranes. The accumulation within membranes
disturbs their structures and leads to subsequent membrane associated events such as energy
depletion and an increased permeability resulting in the leakage of cell contents (Knobloch et
al., 1986; Sikkema et al., 1994; Sikkema et al., 1995; Helander et al., 1998). The leakage of
the cellular material can be observed in the scanning electron micrographs (Figure 4).
Carvacrol was shown to disintegrate the outer membrane of Gram-negative bacteria, releasing
lipopolysaccharides (LPS) and sensitizing it to detergents. It inhibited the bacterial growth at
concentration similar to those required for the outer membrane disintergration and increased
the permeability of the cell membrane to ATP (Helander et al., 1998). Carvacrol was assumed
to dissolve in the phospholipid bilayer and to align between the fatty acid chains causing
membrane destabilisation (Ultee et al., 2000a). It has been shown that in the presence of
carvacrol the membrane fluidity increased, which in turn would increase the passive
permeability. It was concluded that carvacrol caused the formation of channels through the
membrane by pushing apart the fatty acid chains of the phospholipids, allowing ions to leave
the cytoplasm (Ultee, 2000). Cinnamaldehyde inhibited the growth of E. coli and S.
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typhimurium at similar concentrations to carvacrol, but opposite to carvacrol it did not
disintegrate the outer membrane or deplete the intracellular ATP pool (Helander et al., 1998).
It might be related to the phenolic character of carvacrol, as phenols are known for their
membrane-disturbing properties (Sikkema et al., 1995; Helander et al., 1998). Eugenol caused
cell wall deterioration and cell lysis (Thoroski et al., 1989). Both, eugenol and
cinnamaldehyde are thought to bind to proteins, preventing the action of amino acid
decarboxylases in E. aerogenes (Wendakoon and Sakaguchi, 1995). However Gram-negative
bacteria are known to adapt to lipophilic compounds. These adaptations involve altering of
cell envelope composition and removal of toxic compounds via active transport systems
(Sikkema et al., 1995). The increase in the number of CFU after the initial growth inhibition
(Figure 3) may be the result of the adaptation of bacteria to EOs. Indeed, Ultee et al. (2000a)
have shown that B. cereus adapts to carvacrol in the presence of non-lethal carvacrol
concentrations in the growth medium by lowering the membrane fluidity by changing the

fatty acid and head-group composition.

Similarly to EOs-LNCs, at tested concentrations doxycycline exerted a bacteriostatic effect
(Figure 3). Doxycycline binds to the 30S subunits of bacterial ribosomes. This prevents the
binding of aminoacyl tRNAs to the acceptor (A) site of ribosome inhibiting translation
(Figure 5) (Chopra et al., 1992; Chopra and Roberts, 2001; Kogawa et al., 2012). Binding of
doxycycline with ribosome is reversible, providing an explanation of the bacteriostatic action
of this antibiotic (Chopra et al., 1992). However, the selective action of tetracyclines on
bacteria is not at the level of ribosomes, because in vitro tetracyclines inhibit protein synthesis
equally well in purified ribosomes from both bacterial and human cells (Levinson, 2014). Its
selectivity is based on its greatly increased uptake into susceptible bacterial cells compared

with human cells (Levinson, 2014).
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Figure 5: Mechanism of action of carvacrol, eugenol, trans-cinnamaldehyde and doxycycline.
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b)
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Carvacrol disintegrates the cytoplasmic membrane of Gram-negative bacteria,
releasing lipopolysaccharides and increasing the permeability of the cytoplasmic
membrane (Lambert et al., 2001; Burt, 2004). EOs cause damage to membrane
proteins

Eugenol causes cell wall deterioration and cell lysis (Thoroski et al., 1989).

EOs cause depletion of proton motive force

Doxycycline binds to the 30 S ribosomal subunits inhibiting protein synthesis. Protein
sysnthsis involves the following steps:

(1) Fixing the aminoacyl tRNA to the A site in the form of a complex with GTP and
EF-Tu (elongation factor thermo unstable)

(2) Formation of peptide bond

(3)Translocation in the presence of EF-Tu and EF-G (elongation factor G).
Tetracyclins inhibit the attachment of aminoacyl tRNA to the site (1) of ribosome
(Bryskier, 2005).

In the case of combination, the effect of EOs was strengthened by the action of doxycycline.

It is possible that doxycycline, by inhibiting protein synthesis, impeded the adaptation of

bacteria to lipophilic EOs. In the case of A. baumannii and K. pneumoniae the bactericidal

effect was observed after relatively long time (21 hours). Although the antibacterial agents did

not initially kill the bacteria, they effectively inhibited their growth e.g. causing the leakage of

cell contents. Even though the bacteria may tolerate the leakage of a certain amount of cell

contents without loss of viability, the exit of critical molecules and ions or excessive loss of

cell contents will lead to death (Denyer and Hugo, 1991). A rapid bactericidal effect was
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observed against P. aeruginosa, but in this case the concentration of the EOs-loaded LNCs
was markedly higher than in other strains. Another explanation of the synergistic effect is that
the EOs increased the concentration of doxycycline inside the bacteria facilitating its uptake

via disrupted cell envelope and/or decreasing its transport out of the bacterial cell.
Conclusions

EOs were successfully encapsulated within lipid nanocaspules with noticeably high drug
loading of 20%. Due to their small particle size, lipid nanocapsules make a promising drug

delivery system for the administration of essential oils.

The MIC values of EOs-loaded LNCs were equal to MBCs, indicating a bactericidal action of
the EOs. Blank LNCs did not show any antibacterial effect. In contrast, the MBC of
doxycycline was 40-320 times higher than the MIC, indicating a bacteriostatic mode of
action. In terms of inhibition of bacterial growth the EOs-loaded LNCs and doxycycline
combination showed additive or indifferent effect, however when bactericidal action was
considered a synergy between these two components was observed. The synergistic
bactericidal effect was confirmed by two methods: checkerboard titration and time-kill assay.
The holes in bacterial envelope and leakage of cellular contents was observed in SE

micrographs.
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2.5 CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les différentes associations testées ont permis de sélectionner I'antibiotique qui était le plus
efficace en association avec nos huiles essentielles.

Nous avons choisi la Doxycycline associé a AT98a qui s’est avérée efficace contre plusieurs
souches de bactéries a Gram négatif, multirésistantes (P.aeruginosa, A. baumannii SAN et
RCH, K.pneumoniae et E.coli).

Les associations avec le méropénéme, la Rifampicine et la Vancomycine, n’ont pas donné les
résultats attendus, nous n’avons pas retrouvé une synergie ou cette synergie était présente
pour de trop grandes concentrations en actif.

Les NCL ont toutes démontré un pouvoir antibactérien avec des CMI comprises entre 312 et
1250ug/mL selon le type de LNC et de bactérie. Ceci confirme le pouvoir antibactérien des
composants terpéniques utilisés. Les associations (AT98a et NCL cinnamaldéhyde-eugénol)
semblent les plus intéressantes. Nous observons un effet bactéricide assez important en
condition in-vitro. La raison pour laquelle nous n’avons pas sélectionné ces NCL pour des
études in vivo repose sur les résultats non satisfaisants de cinétique de bactéricidie.

Les NCL chargées de cinnamaldéhyde sont tres efficaces en solo, mais moins lorsque nous les
associons aux antibiotiques. Les résultats que nous avons obtenu avec la combinaison
« AT98a-Doxycycline » pourraient étre a I'origine d’'une synergie produit par la Doxycycline-
avec les trois constituants : cinnamaldéhyde, carvacrol et eugénol. Nous ne retrouvons pas
cette synergie lorsque nous enlevons ces deux derniers composants.

Finalement, les mécanismes d’action responsables des synergies des composants
terpéniques sont assez complexes.

Le cinnamaldéhyde présente un LDsq par voie I.V. de 75mg/Kg (Zhao et al. 2015). Il est donc
important de réduire au maximum sa concentration. Aussi, le mélange avec les 3
composants terpéniques semble montrer la synergie la plus intéressante. La présence du
carvacrol compense la faible CMI de I'eugénol et réduit la quantité de cinnamaldéhyde

ajoutée.

150



CHAPITRE 3 : Efficacité in-vivo de I'association AT98a-Doxycycline

3. EFFICACITE IN-VIVO DE L’ASSOCIATION AT98a - DOXYCYCLINE

3.1 INTRODUCTION

Dans les objectifs de cette thése, nous avons cherché a obtenir une efficacité sur les
bactéries multirésistantes en utilisant une association antibiotique-NCL. Nous avons donc
testé plusieurs types d’antibiotiques et de NCL dans le but de trouver I'association la plus
efficace (ces résultats ont été compilés dans le chapitre précéedent).
Une fois le choix de l'association fixé, grace aux tests in-vitro (CMI et cinétique de
bactéricidie), la deuxiéme étape consistait a la tester in-vivo chez la souris.
Nous avons donc choisi un modéle murin de pneumopathie a A.baumannii chez la souris
C3H/HeN développé au CHU d’Angers par le professeur Joly-Guillou (Joly-Guillou et al;
1997 ; Joly-Guillou et al. 2000).
Nous cherchons a provoquer chez la souris une pneumopathie bactérienne
compartimentalisée qui sera traité par voie intra-péritonéale (IP). Cette voie a une action
équivalente a I'administration veineuse et est d’acces facile. Elle offre une grande surface
d’absorption mais elle s’utilise presque exclusivement dans I'expérimentation animale a
cause du grand risque d’infections.
Pour ce qui concerne l'expérimentation animale, la législation européenne et francaise
établie un document élaboré en 1985 par le conseil de I'Europe : La convention STE 123
(Décret 2001-486).
En 1959, Russell et Burch ont élaboré la regle des 3R (Réduire, Raffiner et Remplacer) qui
constitue le fondement de la démarche éthique appliquée a I'expérimentation animale en
Europe et en Amérique du Nord (Balls and Straughan 1996). Cette regle a comme objectif
éviter ou limiter la douleur et la souffrance subie par les animaux. Elle repose sur trois points
principaux :

-réduire : réduire le nombre d’animaux en expérimentation,

-raffiner : raffiner la méthodologie utilisée, ce qui implique I'utilisation des scores

cliniques ou critéres d’interruption,

-remplacer : remplacer les modeles animaux a chaque fois que cela soit possible par

un modele in-vitro ou in-silico (modeéles mathématiques ou bio-informatiques).

Nous avons utilisé ce modeéle animal en plein accord avec les principes éthiques établis par la
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législation européenne. Ce protocole a recu I'accord du comité d’éthique local du ministere
de la recherche (référence : 20150 602 10313101 APAFIS5751) selon I'article R214-120 du
décret 2013-118 du 1 février 2013.

3.2 MATERIELS ET METHODES

L’antibiotique
Nous avons travaillé avec la doxycycline (doxycycline hyclate), antibiotique bactériostatique
de la famille des cyclines a large spectre. La doxycycline est une molécule qui diffuse trés

bien dans les tissus avec une % vie de 16 a 22heures.

Les NCL
Les NCL sélectionnées correspondent a un mélange de 3 composants terpéniques a parts
égales ; eugénol, cinnamaldéhyde et carvacrol formulées grace a la méthode d’inversion de

phase (Chapitre 1). Ces NCL ont été sélectionnées apres les résultats in-vitro (Chapitre 2).

Les bactéries
Acinetobacter baumannii souche clinique SAN isolée d’une bactériémie d’un patient
hospitalisé. Cette souche est productrice de céphalosporinases a haut niveau. Et sa CMI vis-

a-vis de la doxycycline est de 4mg/mL. (Annexe 2 : Antibiogramme de la souche SAN).

Les animaux
Nous avons utilisé pour ce modeéle de pneumopathie murine, 40 souris femelles C3H/HeN
SPF (Tableau 10), provenant de I'élevage Janvier LABS et agées de 6 semaines qui pesent en

moyenne 20 grammes +/- 4grammes (Présentation du modeéle dans les annexes).

TYPE Souris consanguine
Femelles C3H/HeN . :
COULEUR Souris agouti

GENOTYPE ASSOCIE A/A-MHC: Haplotype H2"

ORIGINE National Institutes of Health

(USA) 1996 (F169)
PERFORMANCES DE Animal excellent

REPRODUCTION reproduction

Tableau 10: Image et principales caractéristiques de la souris C3H/HeN.
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Les 40 souris sont randomisées (répartition aléatoire dans les différents groupes
thérapeutiques), mises dans des cages (5 souris par cage) et identifiées avec un marquage
dans l'oreille (Fiche de marquage de souris dans les annexes). Les cages sont placées dans
des enceintes ventilées et contrélées en atmosphere (température et hygrométrie), dans
une salle spécifiquement dédiée a I’'hébergement des animaux réservés a I'expérimentation
animale. Elles sont choisies en raison de leur sensibilité particuliere vis-a-vis d'Acinetobacter
baumannii, et en raison de la reproductibilité des résultats de par la consanguinité de la
race. Le temps d'acclimatation des animaux est de 7 jours avant toute expérimentation.
Cette acclimatation a comme objectif stabiliser les animaux du point de vue physiologique et
comportemental et contribuer a diminuer le stress de I'animal.

Les expériences se sont déroulées au Service Commun d’Animalerie Hospitalo-universitaire

(SCAHU) a Angers.

Hémolyse

L’'hémolyse fait référence a la destruction des globules rouges libérant leur hémoglobine,
méme s'il s’agit d’'un processus naturel (les globules rouges ont une durée de vie de 120
jours), certaines substances comme la méthyl dopa (Garatty and Petz 1975) ou le venin de
serpent (Condrea et al. 1964), peuvent provoquer la destruction précoce et brutale des
hématies.

Nous avons testé la toxicité de nos NCLs afin d’en mesurer I’hémolyse liée au produit.

Des dilutions en série des échantillons ont été mélangées avec du sang de cheval défibriné a
un volume final de 2mL et incubées a 37° C pendant 24 heures. La plage de concentration est
de 0,05 a 50 était mg/mL pour les NCL et 0,01 a 10 mg/mL pour la Doxycycline. Une solution
de SDS (Sodium dodecyl sulfate) a 10% a été utilisé comme contrble positif parce qu’il
provoque un 100% d'hémolyse. Tandis que HBSS (Hank’s balanced salt solution) a été utilisé
comme témoin négatif (0% d'hémolyse). Apres avoir terminé l'incubation, nous avons ajouté
2 ml de HBSS, et les échantillons ont été centrifugées (1000 g, 10 minutes). Le surnageant a
été dilué avec de I'HBSS 20 fois et I'absorbance a été mesurée en utilisant un
spectrophotometre UV-visible (Shimadzu, Japon) a une longueur d'onde de fonctionnement
de 540 nm dans des cuves en quartz optiquement homogenes (Hellma, Allemagne) avec un
trajet lumineux de 10 mm. Le contréle négatif a été traité comme blanc, et son absorbance a

été soustraite a chaque lecture. Le pourcentage d'hémolyse a été exprimé comme le rapport
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entre I'absorbance du surnageant et celle du contréle positif (10% SDS).

Test in-vivo
L’expérimentation in-vivo ne peut débuter qu’aprés une semaine d’acclimatation pour les
souris, une fois celles-ci arrivées a I'animalerie afin de diminuer le stress animal du au
transport. Les différentes étapes a suivre sont montré dans la figure 44, a I'aide d’un Time-
Line.

1. Immunodépression transitoire
Les souris sont rendues transitoirement neutropéniques par deux injections IP de 150uL de
cyclophosphamide (Endoxan : 150mg/kg) (molécule anticancéreuse) I'une a J-4 et I'autre a J-
3 avant linoculation bactérienne. L'intérét d’une immunodépression transitoire est de
permettre a la souche SAN d’Acinetobacter baumannii de s’implanter dans le poumon.
A J-1, la souche bactérienne A.baumannii SANOO5, conservée en cryobille a -80°C, sera
ensemencée sur une gélose au sang a I'aide d’une oese. La gélose est mise a I'étuve a 37°C
et cultivé en aérobie pendant 24heures.
Nous réalisons un inoculum de 10° CFU & partir d’une solution de 0,5 mesurée au Mc.
Farland correspondante & de 2x10® CFU/mL. Linoculation est réalisée en intratrachéal sous
un volume de 50pL.

2. Inoculation d’Acinetobacter baumannii
Les souris ont été brievement anesthésiées a lisoflurane (Figure 41). L'isoflurane est un
agent anesthésique de la famille des éthers halogénés, avec un effet analgésique
myorelaxant. L'inoculation bactérienne est alors réalisée par voie intra-trachéale a I'aide
d’une sonde d’intubation comme montre la figure 42. Une fois la sonde est bien mise en

place, la seringue s’ajuste a la sonde pour réaliser I'inoculation.

Figure 41 : Formule chimique de l'isoflurane (agent anesthésique)
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Sonde + Seringue
Sonde

Fil (pour maintenir la

bouche ouverte)

X

Inoculation intra-
trachéale

Souris anesthésiée Souris anesthésiée

Figure 42 : Procédure d’intubation intra-trachéale.

3. Traitement par les produits antibactériens

Les 40 souris sont reparties en 4 groupes de 10 animaux :

Groupe 1 (Témoins positifs) : Les 10 souris regoivent une injection de 100uL de sérum
physiologique par IP, 6h aprés inoculation bactérienne. Puis deux injections par jour a
J1 et J2 par IP a 6h d’intervalle.

Les poumons d’une souris témoin euthanasié seront prélevés pour réaliser une
culture quantitative, qui servira de Témoin « inoculation ».

Groupe 2 : 10 souris regoivent une injection de NCL (29 mg/ml) par IP, 6h aprés
inoculation bactérienne. Puis deux injections par jour a J1 et J2 en IP a 6h d'intervalle
(20mg/kg dans 100ml (13,8ul de NCL + 86,2ul de sérum physiologique), soit 40
mg/kg/j).

Groupe 3 : 10 souris recoivent une injection de doxycycline (20 mg/ml) par IP, 6h
apres inoculation bactérienne. Puis deux injections par jour a J1 et J2 en IP a 6h
d'intervalle (4mg/kg dans 100ml (4pul de doxycycline + 96ul de sérum physiologique),
soit 8 mg/kg/j).

Groupe 4: 10 souris recoivent une injection d’une association NCL+ doxycycline (le
mélange est réalisé 1/4h avant inoculation) par IP, 6h aprés inoculation bactérienne.
Puis deux injections par jour a J1 et J2 en IP a 6h d'intervalle (20 mg/kg de NCL et 4
mg/kg de doxycycline dans 100ml, 13,8ul de NCL + 4ul + 82,2yl de sérum
physiologique).
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Les souris ont été traitées 2 fois par jour pendant 3 jours. L’administration IP se réalise sans
anesthésie, la souris est immobilisée en la maintenant fermement par la peau de son dos et

I'injection se réalise au niveau abdominal comme le montre la figure 43.

Figure 43 : Procédure d’administration IP en expérimentation animale chez la souris.

4. Poids, scores cliniques et mortalité

a) Le poids
Le poids est un indicatif de la santé de la souris, une diminution de plus de 2 grammes par
rapport au poids initial montre un état pathologique dans la souris. La perte de poids peut
étre aussi une conséquence de la perte d’appétit en raison de I'infection.

Le souris ont été pesées tous les jours et les résultats représentés graphiquement.

b) Les scores cliniques
Comme la douleur est un critere tres difficile a déterminer lorsqu’il s’agit d’expérimentation
animale, il existe des signes qui peuvent nous indiquer I'état pathologique de la souris, ces
signes sont les appelés scores cliniques (SC) (Tableau 11).
Les SC sont des indicateurs qui nous servent a pondérer des signes (mobilité, état du poil,
conjonctivite...) (Eveillard et al. 2010) avec une valeur numérique entre O et 5.
La somme de ces items donne un chiffre global nous permet d’établir un statut de la souris
par rapport a son état pathologique. Un score de 0 est obtenu pour une souris en pleine
santé.

e Mobilité : La mobilité est un signe de la santé et de la souffrance d’un animal. Si

I'animal reste immobile ou ne bouge pas méme aprés un stimulus, on lui accord un
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score de 2 ; Si la souris ne bouge qu’apres un stimulus on lui accord un score de 1. Si
elle bouge spontanément on lui accord un score de 0.

e L’'état des poils : Nous pouvons observer le pelage de la souris pour avoir une idée de
son état de santé. En effet, un animal malade ne prendra pas le temps de se nettoyer
et son poil dévient hirsute et gras. On lui accord alors un score de 1.

e Conjonctivite : La conjonctivite est un autre des signes visibles de I'infection
bactérienne au cours d’une pneumopathie. Elle se traduit par des yeux fermés ou
collés, avec ou sans présence de pus. On lui accord un score de 1.

e Diarrhée : L'infection bactérienne peut aussi provoquer des diarrhées chez la souris.
La diarrhée est facilement identifiable avec des selles collées a I'anus (souillure) ou si

la souris présent une auréole jaunatre autour de I'anus. On accord alors a la souris un

score de 1.

La souris ne

Mobilité La souris bouge et La souris bouge
court avec normalité | aprés stimulation ou bouge pas

(mobilité spontanée) | trés lentement

SEG S Poil soyeux (normal) | Poil hirsuteetgras | -—---

Conjonctivite Non Oui | -

Diarrhée Non Oui |

Tableau 11 : Différents scores cliniques et leurs ponctuations.

Quand la souris atteint un SC>4 elle est euthanasiée avec du CO, pour éviter que I'animal
souffre trop. Ce score est appelé point limite.

Il existe des autres critéres qui ne sont pas inclus dans les SC mais qui nous servent
d’indicatifs sur la santé de la souris comme sont ; sa température corporelle, sa respiration
(rapide et superficielle ou difficultés pour respirer) ou la réponse aux stimuli externes (si elle
ne réagit pas lorsqu’on le pince une patte entre les doigts).

Ces signes sont des indicateurs complémentaires qui nous servent aussi pour déterminer si

la souris doit étre euthanasiée.

c) Lasurvie

Chaque jour les souris mortes sont identifiées et comptées pour établir le rapport final.
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5. Fin de I'expérimentation
Les souris sont surveillées pendant 4 jours, durée compléete d’une I'expérimentation. Les
souris survivantes seront analysées pour voir leur état de santé et finalement elles seront
euthanasiées avec du CO,.
Les différentes données obtenues tout au long de cette expérience (poids, scores cliniques
et mortalité) seront compilées dans des tableaux ainsi que représentées graphiquement
pour faciliter leur interprétation.
Les différentes étapes a suivre sont montré dans la figure 44 a I'aide d’une Time-Line.

1 3

Immunodépression Traitement par les
transitoire par Endoxan® produits anti bactériens

"
! !

2 5
Inoculation d’Acinetobacter Fin de
baumannii SAN 005 (5.108CFU / souris) I'expérimentation

\ )
Y

Poids, scores cliniques et
mortalite releves

4
Figure 44: Time-line du protocole du modele de pneumopathie murine établie par le CHU

d’Angers.

3.3 RESULTATS ET DISCUSIONS

Antibiogramme

Selon le Comité Francais de I’antibiogramme (CA-SFM) créé par la Société Francaise de
Microbiologie, les résultats de sensibilité in-vitro d’un antibiogramme peuvent se classer en :
-Sensibles (S) : Forte probabilité de succes thérapeutique dans le cas d’un traitement par
voie systémique.

-Résistantes (R): Forte probabilité d’échec thérapeutique quels que soient le type de
traitement et la dose d’antibiotique utilisée.

-Intermédiaire (I) : Succés thérapeutique imprévisible.

Nous avons retrouvé une résistance de la souche clinigue SAN d’A.baumannii a la

doxycycline qui se traduit par un diameétre d’inhibition d’11mm et une CMI de 64 mg/mL.
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Hémolyse
Nous avons analysé chaque échantillon (NCL blanches, AT98a, doxycycline et I'association)

séparément et nous avons compilé dans la Figure 45 :
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Figure 45: Evolution du pourcentage d’hémolyse par rapport a la concentration en mg/mL
pour les NCL blanches (bleu), AT98a (rouge), la doxycycline (vert) et I'association (violet).

Les résultats d’hémolyse montrent que la présence de nos actifs rendent les NCL
hémolytiques par rapport aux NCL blanches en retrouvant un 100% d’hémolyse a partir
d’une concentration de 3,125mg/mL pour les NCL chargées par rapport a 25mg/mL pour les
NCL blanches, presque 9 fois plus hémolytiques. Ces résultats restent cohérents parce que la
capacité des HE a interagir avec les membranes biologiques est trés connue.

Néanmoins, ces concentrations restent bien en-dessous des concentrations que nous avons
utilisées pour I'expérimentation animale (0,250mg/mlL).

En ce qui concerne la doxycycline nous observons un effet hémolytique a partir de 5mg/mL
qui devient 100% hémolytique a une concentration de 10mg/mL.

Grace a la Figure 45 nous pouvons observer que les NCL blanches sont les moins
hémolytiques, suivies par la doxycycline, I'association et finalement AT98a. Ces résultats
restent cohérents si nous tenions compte que dans I'association nous avons la moitié de
NCL. Au total la toxicité sur les globules rouges de I'association doxycycline-NCL ne montre
gu’une dilution d’écart avec la doxycycline seule. Les NCL blanches sont moins hémolytiques

gue la doxycycline seul e et ne sont donc pas considérés comme toxiques.
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Evolution du poids, des SC et de la mortalité

Les souris montrant un score clinique de 0 et une perte de poids de < 2g ont été exclues de
I’étude en raison de I'absence d’inoculation pulmonaire leur permettant de rentrer dans
I’étude. Suivant ces consignes, 3 souris du groupe NCL et 1 souris du groupe Témoin ont été

exclues de I'étude.

Evolution du poids

Les résultats concernant |’évolution du poids, ont été représentés graphiquement dans la
Figure 46

Les résultats révelent que toutes les souris ont perdu en moyenne 3,5g au cours de
I’expérimentation. Les souris traitées avec les NCL ont été les plus touchées par cette perte
du poids, avec un pourcentage de perte de poids d’environ 25% par rapport a leur poids
initial.

Les souris traitées avec la doxycycline sont celles qui ont perdu moins de poids avec 13% de
perte moyenne. Les souris traitées avec I'association ont perdu en moyenne 18,5% de leur
poids et 22% pour les témoins.

La possible toxicité des NCL peut étre a I'origine de cette perte de poids subit par les souris.
Le tableau 12 montre les doses létales des molécules utilisées, en comparaison avec les
doses utilisées. Le cinnamaldéhyde le plus toxique avec une DL50 de 75mg/Kg.

La DL50 fait référence a la dose qu’administré en une seule fois, provoque dans un délai de
14 jours, la mort de la moitié d’animaux étudiés.

L’association, ayant une quantité des NCL plus faible, présent une perte moins important,
mais supérieure a celle des souris traitées uniqguement avec la doxycycline.

Néanmoins les concentrations utilisées lors de cette étude restent bien inférieures a leurs

respectives DL50 et nous observons une faible récupération du poids a partir du 4émejour.
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DL50 Doses utilisées Doses utilisées pour
(mg/kg) (mg/kg/jour) I’association
(mg/Kg/jour)
Eugénol 500 13.3 6.66
Carvacrol 471 13.3 6.66
Cinnamaldéhyde 75 13,3 6.66
Doxycycline 410 8 4

Tableau 12 : Doses de chaque composant terpénique utilisé en chaque injection.

Pour ce qui concerne le poids, le traitement avec la doxycycline semble le moins agressif,

néanmoins la mortalité des souris traitées avec la doxycycline a été de 80%.

Evolution du % perte de poids
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Figure 46 : Evolution en pourcentage de la perte de poids des 4 groupes de souris par
rapport a leur poids d’origine. Aucune souris survivante dans le groupe témoin a 72 heures.

Scores cliniques

Les résultats concernant I’évolution des SC ont été représenté graphiquement dans les figure
47 a et b.

Dans I'image 474, les résultats réveélent que dans le premier jour apres l'infection, les souris
traitées avec la doxycycline et les NCL ont un SC similaire aux souries témoins (entre 3-4),
par rapport aux souris traitées avec |’association qui présentent un score clinique plus faible
(2). Les souris qui présentent un SC plus élevé sont celles qui ont été traitées avec les NCL

(SC final de 3 avec un pic maximal le J2 de 4,5).
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A J3, les deux souris traitées avec de la doxycycline commencent a se récupérer avec une
forte diminution de leur score clinique

A 14 (96h), toutes les souris qui ont survécu, présentent un SC entre 0.5 et 1. Ce qui, uni a
I’augmentation du poids, montre une récupération de leur état de santé.

Cependant, aucune différence significative ne peut pas étre notée statistiquement en raison

du faible nombre de souris.
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Figure 47 : Evolution des SC pour les témoins, les souris traitées avec les NCL, la doxycycline
et I'association pendant 4 jours
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Survie

L’évolution de la survie sur 4 jours a été représentée sur la Figure 48 qui représente la
courbe de survie.

L’évolution de la survie a été étudiée pendant 4 jours.

Nous observons, que sans traitement, 90% des souris meurent entre le deuxieme et
troisieme jour aprés inoculation. La mort est plus rapide mais moins élevée chez les souris
traitées. Les souris traitées avec I'association sont celles qui survivent plus. Le tableau 13,
montre les valeurs de survie jour par jour, ainsi que le pourcentage de survie pour chaque
groupe.

A J4, nous retrouvons un pourcentage de survie de 0% pour les souris témoins, inférieur au
25% pour les souris traitées avec les NCL ou la doxycycline, et de 50% pour les souris traitées
avec |'association.

Les résultats de mortalité pour la doxycycline sont en accord avec les résultats de

I’'antibiogramme qui avait classé catégorisé cet antibiotique, résistant.
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Figure 48 : Evolution de la survie des souris sur 4 jours
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J1 J2 J3 J4 %
Témoin (9) 0 0 8 0 8 1 | o] 8 1 0 0%
NCL (7) 3 3 3 3 3 0o | 3 3 0 0 14%
Doxycycline (10) 3 3 5 3 5 0 3 5 0 0 20%
NCL-Doxy (10) 2 2 2 2 2 1 2 2 1 0 50%

Tableau 13: Mortalité journaliére des souris aprés I'inoculation des bactéries (JO). En beige le
nombre de souris mortes dans les jours précédents. Dans la derniére colonne, pourcentage
de survie a la fin de I'étude. Entre parentheses, le nombre de souris dans chaque groupe.

3.4 CONCLUSION

A la fin de cette étude nous avons pu observer une survie 2 fois plus importante chez les
souris traitées par I'association NCL-antibiotique comparativement aux témoins ou a la
doxycycline ou les NCL seules.

Ces résultats confirment les résultats obtenus dans les expériences in-vitro.

En ce qui concerne le SC, nous avons pu constater une amélioration de I'état de santé de
toutes les souris a partir du 3eme jour, cette amélioration est particulierement importante
chez les souris traitées avec la doxycycline. Néanmoins, le taux de survie final de ce groupe
n’est pas tres élevé (20%).

Les souris traitées avec l'association ont présenté des SC cliniques faibles et une
amélioration de leur état de santé au bout du 3°™ jour accompagné d’une récupération de
poids.

Nous observons que les NCL utilisées seules (C= 40mg/kg/jour) ont un effet légerement
délétére qui se traduit par une perte de poids plus importante que dans les autres groups
(25% au J3). On observe une amélioration lorsque nous arrétons le traitement.

Les résultats des tests d’hémolyse montrent que bien que nos composants aromatiques
présentent une action hémolytique important, les concentrations auxquelles nous les

utilisons, restent bien en dessous des concentrations toxiques pour les globules rouges.
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4. ETUDE DES INTERACTIONS ENTRE LES NCL ET LES
BACTERIES

4.1 INTRODUCTION

Le but de cette étude est de mieux comprendre le comportement des NCL lorsqu’elles sont
en contact avec les bactéries mortes ou vivantes, ainsi que d’essayer de comprendre les
changements dans la structure des NCL lorsque les composants aromatiques des huiles
essentielles sont ajoutés. Pour cela, nous avons choisi d’utiliser des méthodes physico-
chimiques suivantes : la mesure de I'angle de contact, une méthode d’interprétation de la
mobilité électrophorétique et la microscopie confocale.

Dans un premier temps, nous avons considéré 3 hypothéses (Figure 49) plausibles pour
expliguer comment les NCL interagissent avec les membranes bactériennes.

La premiére suppose que les NCL ne sont pas capables de traverser la membrane des
bactéries, par contre, elles peuvent la recouvrir et libérer leurs actifs, (Figure 49-1). Ces
derniers vont traverser et déliter la membrane des bactéries (grace a leurs propriétés
antibactériennes).

La deuxieme hypothese (Figure 49-2) repose sur le fait que les NCL ont la capacité de
pénétrer dans la bactérie, en traversant les porines des Gram négatifs et ainsi la membrane
bactérienne. Une fois a I'intérieur de la bactérie, elles libérent les actifs.

Enfin, nous envisageons un troisieme scénario qui combinerait les deux situations

précédentes.

Bactérie Bactérie

1 2

Figure 49 : Hypothéses sur le comportement des NCL vis-a-vis des bactéries

1:Les NCL recouvrent la surface de la bactérie sans pénétrer a l'intérieur(a). Elles libérent au
fur et a mesure les actifs qui traversent la membrane bactérienne(b).

2: Les NCL pénétrent a l'intérieur de la bactérie (a), elles libérent leurs actifs (b)
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La mesure de la mobilité électrophorétique

La mobilité électrophorétique de la particule est définie comme le rapport entre la vitesse de
migration électrophorétique et le champ électrique appliqué (Masliyah et Bhattacharjee
2006).

Le modeéle « soft particle analysis » se référe a des particules présentant en surface des
macromolécules de type polymeéres ou protéines. Ce modele a été utilisé de nombreuses fois
(Ohshima and Kondo 1987 ; Ohshima 1995 ; Ohshima 1998 ; Tsuneda et al. 2003 ; Tsuneda et
al. 2004), et s’appuie sur la présence d’une couche accessible a des contre-ions utilisés
comme des sondes électrolytiques, au voisinage de la paroi extérieure de la particule. Ce
modele a été utilisé pour étudier les propriétés de surface de différentes bactéries (Bos et al.
1998 ; Morisaki et al. 1999 ; Kiers et al. 2001 ; Tsuneda et al. 2003 ; Tsuneda et al. 2004 ;
Duval et al. 2005 ; Chandraprabha et al. 2007), de nanoparticules (Phenrat et al. 2007 ;
Lépez-Viota et al. 2009) ainsi que pour étudier les interactions électrostatiques entre
particules molles (Ducel et al. 2005 ; Ohshima, 2008).

Ce modele cherche a déterminer ZN, ou N représente la densité de charge dans la région
polyélectrolytique (charges/m?) et Z correspond & la valence de ces charges. Le modéle
permet également la détermination de 1/A, qui correspond a la profondeur (en nm) de la
couche accessible aux contre-ions. Ce parameétre est généralement décrit comme le degré
de résistance a I'écoulement du liquide dans la région polyélectrolytique (Kim et al. 2009). Le
NaCl est utilisé comme pourvoyeur de sondes électrolytiques (Na* et CI') pour interagir avec

les charges électriques des macromolécules présentes en couche superficielle.
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Figure 50 : Représentation schématique des parametres de ZN et 1/A des LNC dans une
suspension ionique des NCL (image extraite de I'article de Vonarbourg et al. 2005)
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La mobilité électrophorétique est calculée a partir de la vitesse des particules selon
I’équation suivante :

He-V/E Equation 2

Cette équation met en relation la vitesse de particules (um/s) avec le champ électrique
appliqué (V/cm). Ce parameétre peut étre converti en potentiel Zéta (Aberkane 2010) grace a

I’équation d’Henry suivante:

671 (ra)*  5(xa)’
::_Q‘ {) avec flka) =1+ -2, pourka<<l
- af(aca) 16 48 Equation 3
3 9 75 330
= — e — >>1
S (xm) PRt pour xa

Dans cette équation, le potentiel zéta () est mis en relation avec la permittivité (€), avec la
viscosité du milieu (n), et avec une fonction (f(xa)) liée a la proportion entre la taille
caractéristique du systeme (a) et I'inverse de la longueur de Debye (k). (Kimura et al. 2002)
définie dans I’équation 4.

La mobilité électrophorétique d’une particule (répondant au critére « soft particle ») est

exprimé dans I’équation suivante

IIJo/Km+L|JDON/A
€0 Er + eZN
n 1/Km+1/7t naz  Equation 4

—> Hg =

Ou K., correspond au parameétre de Debye Hiickel de la couche de polyélectrolytes et ou

1 correspond a la viscosité, ypom est le potentiel de Donnan et le y, est le potentiel de
surface. Pour simplifier, I’équation suivante nous pouvons représenter ZN/2zn par la lettre A,

ce qui transforme I'équation en :

Km :@[I‘F

l‘.
(22292n ‘a
XK=
Soska
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Sachant que «k est le parametre de Deby Hiickel (I'inverse de la longueur de Debye).
Ypom OU le potentiel de Donnan qui se caractérise par une répartition inégale des ions

diffusibles entre deux solutions ioniques. Peut étre représenté par I'équation suivante :

Vpon = gln{A + (A% + 1)1 2} Equation 6

Yo ou Potentiel a la limite entre la région se surface et la solution est représentée par

I’équation suivante :

kT 1
—_— \:lo—'z—e(ln{A { [A2 { 1\1 2} 'Z '{1 [AQ { 1\1 2}) Equati0n7

ZN et 1/A sont considérés comme des parameétres ajustables permettant de faire
correspondre la courbe théorique a la courbe expérimentale m. =f(n) ou n est la
concentration osmolaire de NaCl ajouté dans la suspension ou sera mesurée la mobilité

électrophorétique des particules.

L’angle de contact

L’hydrophobicité de la surface bactérienne peut étre évaluée par différentes méthodes
comme la chromatographie d’interaction hydrophobe (Stenstrom 1989), I'adhérence
bactérienne a I’hydrocarbure (Rosenberg et al. 1980) ou la mesure de |'angle de contact
(Absolom et al. 1983 ; Busscher et al. 1984 ; Hamadi et al. 2008).

La détermination de la tension de surfaces solides grace a I'angle de contact a motivé
nombreuses études qui utilisent I'’équation de Young qui traduit I'équilibre mécanique d’une
goutte sous I'action de trois tensions interfaciales (Tavana et al. 2005).

En 1805, Young avait déja proposé une équation faisant intervenir les tensions interfaciales a

un point sur la ligne de contact triphasique.
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S LV = Tension interfaciale liquide-vapeur
Liquide v

'YSV =Tension interfaciale solide-vapeur

"/ sV “"J' sL

YSL = Tensioninterfaciale solide-liquide

Surface solide 0 = Angle de contact

Figure 51 : Equation de Young pour la mesure de I'angle de contact et schéma des forces de
surface

Ys et YLy sont respectivement la tension interfaciale solide et liquide et ys. la tension
interfaciale commune entre les deux phases (seulement Yy, et 6 sont mesurables).

La détermination appropriée de Y5, est un probleme récurrent depuis de nombreuses
années. Beaucoup de travaux ont été consacrés a cette détermination. Notamment, on peut
citer les travaux pionniers de Busscher (Busscher et al. 1984).

L'angle de contact rend compte de I'aptitude d’un liquide a s’étaler sur une surface. La
méthode consiste a mesurer I’'angle de la tangente d’une goutte déposée sur le substrat. Elle
permet d’évaluer I'énergie de surface du liquide ou du solide.

La mesure de I'angle de contact sert aussi a déterminer le pouvoir d’adhésion bactérienne,
un bon indicateur dans la formation de biofilms (Hamadi and Latrache 2008). Ce processus
est dominé par des interactions de type Van der Waals, des interactions électrostatiques ou
polaires. Ces interactions dépendent des propriétés physico-chimiques du substrat, de
I’hydrophobicité de la bactérie (Gannon et al. 1991), de la charge de surface (Gannon et al.
1991) et de ses propriétés d’accepteur et donneur d’électrons (Van Oss 1993).

Dans cette étude, nous avons utilisé I'angle de contact pour déterminer non seulement la
nature hydrophile ou lipophile de la membrane bactérienne aux différents états de
croissance, mais aussi les interactions qui existent entre la bactérie et la nanoparticule
chargée

La mesure de I'angle de contact sur une couche déposée de NCL (en suspension) sur un
substrat solide (lamelle de microscopie en verre) et sans bactérie, nous permet de quantifier

les caractéristiques hydrophiles des NCL. En second lieu, nous avons déposé une couche de
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NCL nébulisée (nébuliseur E-flow® rapid) sur un film bactérien afin ici aussi, de quantifier les

caractéristiques hydrophile-lipophiles des bactéries recouvertes.

Microscopie confocale

La microscopie confocale grace a [utilisation optimisée de lasers, de marqueurs
fluorescents, des dispositifs de balayage rapide et du traitement numérique des images
obtenues dans différents plans de focalisation permet d’analyser l'intérieur des objets
microscopiques et de les visualiser en 3 dimensions.

Le rayon laser excitateur pénétre dans I'échantillon marqué avec des fluorochromes. Il y a
alors une émission des rayons fluorescents provenant de différents plans de la préparation.
Grace a un diaphragme variable ou « pinhole » qui élimine le signal fluorescent provenant
d’autres plans, il est possible de sélectionner les rayons émis par un seul plan de la
préparation. Ces rayons passent alors a travers un bloc de filtrage des longueurs d’onde, puis
arrivent a un systéme de détection par photomultiplicateurs.

L’objectif de cette expérience est de visualiser si et comment les NCL se placent (en surface

ou au cceur bactérien) lorsqu’elles sont en incubation avec des bactéries.

4.2 MATERIELS ET METHODES

Nanocapsules lipidiques
Pour ces études nous avons utilisé des NCL blanches et d’AT98a. Elles ont été préparées

grace aux méthodes décrites dans le Chapitre 1.

Marquage des NCL

Pour la microscopie confocale, nous avons utilisé des NCL marquées avec du Nile Red (1mg
de Nile Red® par gramme de labrafac®). Ces NCL marquées sont formulées en suivant le
méme protocole que pour les NCL blanches. Le Nile Red (9-diethylamino-5H-benzo [al]
phenoxazine-5-one) est un fluorochrome introduit pour la premiere fois par Smith en 1907,
Il a une longueur d’excitation dans la gamme 515-530nm et qui émet dans la gamme 525-

605nm (Figure 52).
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Figure 52 : Spectre de fluorescence et molécule du Nile-Red

Les bactéries

Acinetobacter baumannii : souche clinique obtenue a partir des patients du laboratoire de
microbiologie du CHU d'Angers SAN 008 et RCH.

Escherichia coli: souche clinique de référence du laboratoire de microbiologie du CHU
d’Angers ATCC25922.

Pour les études d’angle de contact nous avons décidé d’étudier I'évolution d’A.baumannii
SAN en phase exponentielle et en phase stationnaire.

La croissance d’une bactérie décrite par Buchanan en 1918, divisait la courbe de croissance
en 7 phases différentes (Buchanan 1918). Dans la phase de croissance exponentielle, les
bactéries se multiplient jusqu’a atteindre une vitesse maximale. Cette phase perdure tant
gue la vitesse de croissance est constante, elle est ensuite suivie par un ralentissement ou la
vitesse de croissance régresse a cause de |I'épuisement du milieu de culture.

Dans la phase stationnaire, le taux de croissance devient nul. Le nombre de bactéries qui se

multiplient compense le nombre de celles qui meurent.

Marquage des bactéries

Pour la microscopie confocale, A.baumannii SAN a été marquée avec du FITC (Fluoresceine
isothiocyanate isomer I). Excitation: 490nm, émission: 525nm (Figure 53)

Pour le marquage des bactéries une suspension bactérienne a 1,5McF est réalisée et
centrifugée a 4000rpm pendant 5min. Ces bactéries sont lavées avec du tampon bicarbonate
(0,1M, pH= 9). On ajoute ensuite 0,2uL d’une solution de FITC/DMSO (10mg de FITC dans
1mL de DMSO). L’ensemble est mis en incubation dans le noir pendant 30min a température
ambiante sous agitation.

Les bactéries sont ensuite lavées 4 fois avec du PBS pour enlever le colorant qui n’est pas lié

aux bactéries.
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Figure 53 : Spectre de fluorescence et molécule du FITC
Antibiotique
Pour les études de mobilité électrophorétique, nous avons utilisé la Doxycycline hyclate

(Vibraveneuse®) distribué par les laboratoires Serb.

Méthode Ohshima

Les bactéries (ou/et les NCL) sont mises en suspension dans une solution aqueuse saline
avec une concentration croissante de NaCl de 0 a 85mM.

Les conditions de mesure sont les mémes pour toutes les expériences. Nous avons travaillé a
25°C, avec une constante diélectrique relative de 78, un indice de réfraction de 1,33, une
viscosité de 0,89 et un voltage de 150V, et nous travaillons a pH 7,4 tout au long de
I’expérience. L'ajout des bactéries ne modifie pas le pH.

Pour les bactéries, nous avons travaillé avec une concentration de 1 108 bactéries/mL
(0,5MCcF) (quantité suffisante pour avoir un signal interprétable).

Les mobilités électrophorétiques (ME) mesurées sont tracées en fonction de la
concentration saline osmolaire (n dans les équations 4, 5, 6 et 7) permettant d’établir la
courbe expérimentale. En ajustant au mieux les deux paramétres ZN et 1/A de la théorie
d’Ohshima on tente de superposer la courbe théorique a la courbe expérimentale. La
superposition des deux courbes est qualifiée grace a la méthode des moindres carrés
permettant de déterminer les deux parameétres avec la meilleure précision possible.

Nous avons travaillé sur les différents systémes présentés ci-apres :
a) NCL avec des bactéries

Nous avons étudié la ME des NCL lorsqu’elles sont en contact avec des bactéries en les

comparant aux mesures de ME de NCL seules et de bactéries seules.
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Pour cela, nous avons travaillé avec une concentration fixe en NCL (500ug/mL) légérement

inférieure a la CMI de la bactérie en présence de NCL (620ug/mL).

b) Influence de la concentration/quantité en NCL
Nous avons voulu étudier I'influence de la concentration en NCL sur la variation de la ME.
Pour cela nous avons mis en contact des bactéries avec différentes concentrations en NCL
(Tableau 13), supérieures et inférieures a la CMI relative a E.coli. Dans le tableau 13, nous

mettons en relation les uL de NCL dans I'échantillon avec I'équivalence en pg/mL d’actifs.

pL de NCL/ImL  [C] ug/mL d’actif CMI (E.coli)

LNC 40 40 120 <
LNC 80 80 230 <
LNC 170 170 500 >
LNC 250 250 740 >
LNC 340 340 1000 >

Tableau 13 : Quantité, concentration en actif (ug/mL) et CMI de chaque NCL utilisée dans
I'expérience

c) Caractérisation de bactéries mortes et des bactéries vivantes
Nous avons mesuré la ME d’E.coli avec des NCL a une concentration de 740ug/mL en actif
(pour étre au-dessus de sa CMI) au temps TO (bactéries vivantes) et aprés 24 heures

d’incubation (bactéries mortes).

d) Influence de la présence d’actifs dans les NCL
Nous avons mesuré la ME des NCL blanches et AT98a a la méme concentration (170ulL de

NCL/mL) avec des bactéries (E.coli).

e) Influence de la résistance bactérienne.
Nous avons mesuré la ME de deux souches d’A.baumannii avec des NCL, une sensible au
méropénéme (SAN) et une autre résistante (RCH) dans le but de déterminer si I'un de
mécanismes de résistance impliqgue une modification détectable par mesure
électrophorétique des propriétés de la membrane bactérienne.
Chaque échantillon est analysé en triplicata et on a mesuré la conductivité de la solution et
la mobilité électrophorétique.

173



CHAPITRE 4 : Etude des interactions entre les NCL et les bactéries

Angle de contact

Pour le déroulement de I'étude, un film bactérien est préparé sur lequel nous avons posé
des gouttes avec trois différents liquides de référence (I’eau, le glycérol et I'éthyléneglycol)
(Tableau 13) afin de déterminer (équation suivante) les paramétres y5+ et Ys caractérisant

la nature du film bactérien.

@I +cosf)= 2( &)+ J*f_;.'-;] + ij Vs ) Equation 8
To 7 7 Yo
Eau 72.8 21,8 25,5 25,5
Glycérol 64 34 3,92 57.4
Ethyléne glycol 48 29 1,92 47

Tableau 13 : Valeurs de v, yLd, yL+ ety des trois liquides de référence utilisés lors de cette
étude

Le choix de ces liquides n’est pas usuel car ne couvrant pas toute la gamme de polarité
habituelle. Par exemple, le bromonaphtaléene (utilisé pour des mesures d’état de surface
solide) ne peut étre appliqué sur une surface bactérienne. Nous avons choisi les liquides les
moins toxiques pour I'étude de films bactériens et les résultats obtenus restent en
concordance avec la littérature.

L'angle de contact est déterminé pour chacun des liquides. Nous avons utilisé un logiciel en
ligne de résolution par la méthode du pivot de Gauss

(http://homemath.imingo.net/systemjs.htm) pour résoudre les trois équations relatives aux

trois liquides de référence permettant la détermination de y5+ et Vs .

Préparation du film bactérien

100uL d’une suspension a 3McF est étalée sur une lame de verre afin de former une surface
liguide homogene, en utilisant les % de la surface de la lame comme le montre la Figure 54.
Ensuite le film est séché a I'étuve (37°C) pendant 5-10min pour ne pas altérer les bactéries

étalées.
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goutte liquide de réference

goutte de susp. bacterienne étalée = )
SEChEgE rc film bactérien sec
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Figure 54 : Schéma de la préparation des lames pour la mesure de I'angle de contact

Préparation du film bactérien avec des NCL nébulisées

100puL d’une suspension a 3McF est étalée sur une lame de verre afin de former une surface
liguide homogéne. Les NCL sont ensuite nébulisées sur la goutte bactérienne a I'aide du
nébuliseur Eflow Rapid® connu pour ne pas déstabiliser les NCL (Hureaux et al. 2009).

L’'ensemble est séché a I'étuve (37°C) afin de former un film sur lequel on peut réaliser la

mesure de I'angle de contact comme le montre la Figure 55.

- | Cinétique 0,3 et 6h goutte liquide de réference
goutte susp. bactérienne .
étalée . film NCL-bactéries
s = . Séchage 37°C
I 1 Lameenverre ) rmm—l Lame en varra

Figure 55 : Schéma de la préparation des lames (Bactéries + LNC) pour la mesure de I'angle
de contact

Une goutte du liquide de référence sera déposée sur le film bactérien. Sa forme est
déterminée grace a une caméra numérique (Hitachi CCTV caméra TV 200m, lens 18-108 mm)
Les images sont traitées par le logiciel Videomet permettant de mesurer I'angle de contact

comme indiqué dans la figure 56.

_- _/G?% |_|

& Source
Caméra 3 atudi
Surface a étudier lumineuse
Acquisition d’un goutte de
Acquisition—traitement glycérol sur un film bactérien

desimages

Figure 56 : Schéma de |'acquisition grace a une caméra pour la détermination de I'angle de
contact.
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4.3 RESULTATS
Méthode Ohshima
a) NCL avec des bactéries
Dans un premier temps, nous avons mesuré la mobilité électrophorétique des NCL, des
bactéries (E.coli), et du mélange (figure 57). Les courbes de mobilité ont été ajustées

(courbes théoriques en trait plein) par la théorie d’Ohshima. Les valeurs optimales des

parametres ajustables (ZN et 1/L) ont été compilées dans le tableau 14.
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Figure 57: Mobilité électrophorétique et spectres de potentiel zéta pour les NCL seuls, les
bactéries et les deux ensembles.

1/A (10°m) | ZN (C/m’)
NCL 4,6 -3,13'10%
Bactérie 1,4 -2,97°10%
NCL + Bactérie 7,32 -6,2510%

Tableau 14 : Détermination des parameétres 1/A et ZN pour les NCL seules, les bactéries et le
mélange des deux.

En observant la figure 57, nous pouvons observer une différence entre la ME des NCL (en
rouge) et celle de la bactérie étudiée (en vert). Ce qui se traduit par un ZN plus élevé pour les
bactéries (Tableau 14). Lorsque les NCL sont incubées pendant 30min avec les bactéries nous
observons un ZN qui s’approche de celui des NCL seules. En ce qui concerne 1/A, on
remarque que la profondeur de la couche accessible aux contre-ions est significativement

plus importantes (7,32 nm).
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? ZN plus négatif I/A.

(3) ZN plus positif

O naL

Figure 58 : Représentation schématique de ZN et 1/A dans une suspension bactérienne
(gauche) et dans une suspension contenant des bactéries et des NCL (droite)

La Figure 58 schématise le recouvrement des bactéries par des NCL dont on connait par
ailleurs leur comportement filmogéne. Nous avons représenté les différentes couches
accessibles caractéristiques de la bactérie seule (a gauche) et de la bactérie recouverte d’une
couche des NCL (a droite). Dans le premier cas, la couche accessible aux contre-ions ne peut
étre gu’au niveau de la périphérie de la bactérie. Les résultats de I'augmentation de
I’épaiseur de la couche accessible (1/A) sembleraient vouloir indiquer que les NCL se placent
de préférence sur la surface des bactéries. Ceci est cohérent avec une augmentation de la

profondeur (environ 6 nm) de cette couche accessible.

En ce qui concerne la charge électronégative (ZN), nous retrouvons une valeur du méme
ordre de grandeur que celui des NCL seules. Cette indication est trés en faveur d’'une
hypothése de recouvrement des bactéries par les NCL. Néanmoins, des études directes de

composition de surface restent nécessaires afin de confirmer cette hypothese.

b) Influence de la concentration/quantité en NCL
Les résultats concernant I’évolution de la mobilité électrophorétique par rapport a la
guantité et concentration des NCL est représentée dans la Figure 59, et les valeurs

correspondant de 1/A et ZN ont été compilés dans le Tableau 15.
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Figure 59 Evolution de la mobilité électrophorétique des bactéries avec des différentes
concentrations de LNC (inférieurs et supérieures a sa CMI). A droite, I"équivalence de la
concentration de NCL en pg/mL d’actif.

1/ ZN
(10 m) (102 ¢c/md)
LNC40 + E.coli 8,57 -9,20
LNC80 + E.coli 8,28 7,72
LNC170 + E.coli 7,32 -6,25
LNC250 + E.coli 7,93 -4,23
LNC340 + E.coli 8,49 -2,63

Tableau 15 : Détermination des parametres 1/A et ZN pour les bactéries avec des différentes
concentrations de NCL.

Nous observons dans la Figure 49 une tendance homothétique de la mobilité
électrophorétique par rapport a la concentration en NCL. Plus la concentration en NCL est
élevée, plus grande sera la mobilité électrophorétique.

Pour ce que concerne les valeurs de ZN et 1/A , nous observons que méme s’il n’y a pas une
différence significative (p=0,59) pour les valeurs de 1/A, ce qui voudrait dire que la sonde est
également accessible aux contre-ions donc indépendante de la concentration en NCL.
Néanmoins, nous observons une variation significative (p=0,011) de la charge

électronégative (ZN) de la suspension par rapport a la quantité de NCL. Plus la quantité en

NCL est élevée, moins la charge est négative. Ce résultat peut étre expliqué du fait qu’E.coli

est plus électronégative que les NCL. Comme dans tous les la quantité des bactéries est la
méme, moins nous avons des NCL plus on retrouve une charge correspondante a celle des

bactéries seules.
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c) Caractérisation de bactéries mortes et des bactéries vivantes
Les résultats concernant I’évolution de la mobilité électrophorétique des NCL avec des
bactéries vivantes et des bactéries mortes est représentée dans la Figure 60, et les valeurs

correspondant de 1/A et ZN ont été compilées dans le Tableau 16.
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Figure 60 : Evolution de la mobilité électrophorétique des bactéries (mortes et vivants) avec
des NCL

1/A ZN
(10 m) (102 ¢c/m?)
LNC250 + Bactéries vivantes 7,93 -4,23
LNC250 + Bactéries mortes 9,39 -1,89

Tableau 16 : Détermination des parameétres 1/A et ZN pour les bactéries (mortes et vivantes)
avec des différentes concentrations de NCL

Les résultats de ZN et 1/A pour les bactéries mortes et vivantes recouvertes de NCL sont
compilés dans le Tableau 16. Nous observons une différence significative (p=0,05) entre les
valeurs de ZN et les valeurs de 1/X entre les bactéries mortes et les vivantes. On montre une
épaisseur de couche accessible plus importante pour les bactéries mortes recouvertes de
NCL peut-étre en relation avec une modification structurale de la membrane recouverte. De

la méme facon la charge ZN est moins importante pour ces mémes bactéries.

d) Influence de la présence d’actifs dans les NCL
Les résultats concernant I’évolution de la mobilité électrophorétique des NCL blanches et

chargées (AT98a) avec des bactéries (E.coli) est représentée dans la Figure 61, et les valeurs
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correspondant de 1/A et ZN ont été compilées dans le Tableau 17.
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Figure 61: Comparaison de la mobilité électrophorétique des NCL blanches et des NCL
chargées avec des bactéries

1/A ZN
(10° m) (102 ¢/m’)
NCL blanches + Bactéries 7,25 -8,00
NCL chargées + Bactéries 7,32 -6.25

Tableau 17 : Détermination des parameétres 1/A et ZN des NCL blanches et des NCL chargées
avec des bactéries.

En observant la Figure 61 nous retrouvons une ME similaire entre les NCL blanches (Blank
LNC170) et les NCL chargées (LNC170). Les resultats montrent un 1/A trés similaire ce qui
voudrait dire que la sonde pénetre a la méme proffonder dans les deux cas. Néanmoins, les
NCL blanches présentent une charge électrique (ZN) légérement plus négative que les NCL

chargées.

e) Influence de la résistance bactérienne.
Les résultats concernant I’évolution de la mobilité électrophorétique sur des bactéries
sensibles (SAN) et résistantes (RCH) au méropénéme sont représentés dans la Figure 62, et

les valeurs correspondant de 1/A et ZN ont été compilées dans le Tableau 18.
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Figure 62 : Comparaison de la mobilité électrophorétique de la bactérie A.baumannii SAN et
A.baumannii RCH.

1/A ZN
(10°m) (102 ¢/m’)
RCH + NCL 8,48 -6,75
SAN + NCL 9,87 -9,69

Tableau 18 : Détermination des parameétres 1/A et ZN A. baumannii SAN et A. baumannii
RCH avec des NCL.

Nous observons qu’A.baumannii SAN est plus électronégativement chargée que RCH, mais
toutes les deux présentent des 1/A similaires.

Nous ne pouvons pas conclure que cette plus faible électronégativité soit une conséquence
des mécanismes de résistance présentes dans la souche RCH qui expliquent que le
méropénéme ne soit pas actif contre cette souche. Mais nous observons que ces deux

bactéries présentent des charges éléctriques différentes.

Angle de contact

Angle de contact avec 'eau

L'angle de contact avec I'eau a été mesuré pour des bactéries en phase exponentielle et en

phase stationnaire avec et sans NCL, les résultats ont été compilés dans le Tableau 19 :
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Temps 0 avec I'eau Temps 0 avec I'eau
Phase Oh 40° +3 Oh 25°t4
exponentielle 3h 45°+ 4 3h 25°t6
6h 50°t 2 6h 30°+6
Phase Oh 55°+ 2 Oh 40°+£ 5
stationnaire 3h 50°+5 3h 45°+ 3
6h 53°+3 6h 35°+2

Tableau 19 : Détermination de I'angle de contact pour A.baumannii et A.baumannii avec des
NCL en phase exponentielle et en phase stationnaire pendant 0,3 et 6 heures.

Si nous utilisons I'eau comme liquide de mesure de I'angle de contact (B), nous pouvons
déduire le caractére hydrophobe (grand angle et faible énergie de surface) ou hydrophile
(petit angle et grande énergie de surface) de la surface a étudier.

0 > 90° : la goutte ne s’étale pas, le support est hydrophobe

0 < 30°: la goutte d’eau s’étale sur le support, le support est hydrophile

30<0<90°: le support est moyennement hydrophobe / hydrophile
Selon les résultats obtenus, nous pouvons observer que I'angle de contact est plus grand en
phase stationnaire par rapport a la phase exponentielle (en présence ou non de NCL). Ce que
se traduit par une membrane légerement plus hydrophobe en phase exponentielle.
Les NCL rendent plus hydrophile le film bactérien qu’il soit en phase stationnaire ou en
phase exponentielle. On ne démontre pas de modifications significatives de I'angle de

contact avec le temps (ici 0, 3 et 6h)

Détermination des paramétres }/5+ et ¥

, . s \ + - ;.
Nous avons déterminé les parametres Ys et Ys pour les bactéries seules et avec les NCL en

phase exponentielle (pendant 6 heures) et en phase stationnaire (pendant 6 heures). Les

résultats obtenus ont été représentés dans les Figures 63 et 64.
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Figure 63 : Graphique montrant I’évolution des parametres y+ et Y pour la bactérie
A.baumannii SAN0OOS, en phase exponentielle et en phase stationnaire.

A.baumannii + NCL
- Vs Ts

90 |
E 80 |
=

70 |
E
@ 60
~
G 50 |
"
=
5 0 |
g
£ 30 |
c
L 20 |
"
§
9 10 |

o L

oh 3h 6h ” sh 12h 15h
Phase exponentielle Phase stationnaire

Figure 64: Graphique montrant I’évolution des parameétres y+ et Y pour la bactérie
A.baumannii SANOOS8 avec les NCLs, en phase exponentielle et en phase stationnaire.

Les bases de Lewis sont des espéeces avec des électrons non liant qui peuvent étre donnés
pour former de nouvelles liaisons. Les acides de Lewis peuvent accepter des électrons pour
former de nouvelles liaisons. Les acides de Lewis sont connus comme électrophiles grace a
leur capacité a accepter des électrons. Les base de Lewis sont connues comme nucléophiles

puis qu’elles donnent des électrons a un noyau qui possede une orbitale vide. La charge, la
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basicité, la polarisabilité et les empéchements stériques ont une influence dans la
nucléophilie.

En général, la nucléophilie augmente avec la charge négative, la basicité et la polarisabilité,
mais diminue avec I'encombrement stérique. Ainsi, lorsque la bactérie a une forte ys elle
possede beaucoup de caractéristiques électronégatives. Elle pourra réagir plus
favorablement avec des molécules chargées positivement. Dans le cas contraire, lorsque la
bactérie présente une forte y5+ elle aura une tendance a mieux interagir avec les molécules
chargées négativement.

Ces caractéristiques membranaires sont un indicateur des interactions avec le milieu
extérieur et dans notre cas, avec les NCL.

Pour A.baumannii seule, on remarque une baisse de s et une augmentation de y5+, lorsque
la bactérie rentre en phase stationnaire. Ceci est en faveur avec une capacité plus marquée
en phase stationnaire pour que la bactérie interagisse avec des molécules extérieures
chargées négativement ou ayant de fortes composantes polaires. Ceci est notamment le cas
pour les NCL. Néanmoins, en phase stationnaire, les valeurs de Vs et y5+ restent assez
similaires (comparés a la phase exponentielle).

Pour la bactérie en présence de NCL, on remarque une trés forte composante ys+ tres
précoce qui diminue aprés quelques heures. Néanmoins, nous observons un comportement
inverse pour Ys et y5+ lorsque les bactéries sont en incubation avec les NCL ce qui pourrait

aussi indiquer qu’une grande partie des NCL restent a la surface de la bactérie.

Microscopie confocale
Le traitement des images (le contréle de l'intensité, la diminution du bruit de fond et le
montage des images) sont effectués au sein du service commun SCIAM de |'Université

d’Angers.
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Figure 65 : Images de microscopie confocale sur le méme échantillon. A gauche et en haut
avec filtre FITC (bactéries marquées). A gauche en bas, avec filtre Nile red (NCL marquées).
A droite, image séquentielle avec les deux filtres (Les deux images sont un peu décalées)

Figure 66: Images de microscopie confocale sur le méme échantillon. A gauche et en haut
avec filtre FITC (bactéries marquées). A gauche en bas, avec filtre Nile red (NCL marquées).
A droite, image séquentielle avec les deux filtres (les deux images se superposent en jaune).

Avec le filtre pour le FITC (Figure 65 en vert), nous ne voyons exclusivement que la
fluorescence du FITC, donc des bactéries. La taille et la forme des objets marqués en vert

correspondent plus ou moins a celle d’A.baumannii. Avec le filtre pour le Nile Red (Figure 65
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en rouge) nous ne voyons que la fluorescence du Nile Red, donc des NCL. En observant la
forme et surtout I'échelle de taille de ces objets, tout semble indiquer que les NCL
recouvrent la surface de la bactérie. Grace a I'image séquentielle, nous avons superposé les
deux images. Néanmoins, comme il est difficile de maintenir I’échantillon strictement a la
méme place (milieu liquide), les deux images ne sont pas parfaitement superposées, mais
restent homothétiques.

La Figure 66 montre une image avec des points en jaune (rouge et vert superposé) qui
indique ici que les NCL sont au méme endroit que les bactéries, ce qui soutient I’"hypothése

gue les NCL recouvrent la surface bactérienne.

4.5. CONCLUSIONS

La méthode Ohshima semble indiquer que les nanocapsules se mettent a la surface de la
bactérie mais cette méthode reste indirecte. |l est difficile de prouver qu’il existe vraiment
un effet filmogéne de nanocapsules autours des bactéries. Malheureusement, Ia
microscopie a force atomique (condition seche et dans I'eau) ne nous a pas permis pas de
visualiser cette couche.

La microscopie confocale nous a permis de conforter I'hypothése établie précédemment,
tout autant que la méthode des angles de contact. En effet, cette derniére nous a permis de
caractériser non seulement les membranes bactériennes seules mais aussi d’identifier de
nouvelles propriétés prouvant des interactions avec les NCL.

En observant I'angle de contact de la surface de la bactérie avec de I’eau nous observons que
la membrane dévient plus lipophile en phase stationnaire (40°> 30°), néanmoins nous
ignorons les raisons de ce changement.

Néanmoins, nous avons pu observer une ys supérieur en phase exponentielle. Ceci pourrait
indiquer que la bactérie a cette étape-la est plus a méme d’interagir avec des composants
donneurs d’électrons (anions) telles que les composés aromatiques présents dans la formule

chimigue des composants majoritaires des HE.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

1.1 CONCLUSIONS

Tout au long de cette thése, nous nous sommes posé des questions par rapport aux huiles
essentielles, les NCL et les BMR. Le but de cette thése n’était pas seulement de développer
des NCL aux HE avec une activité bactéricide mais aussi d’essayer trouver de réponse a

certaines questions :

1. Huiles essentielles = Médicine alternative ?

Les HE ont été pendant tres longtemps considérées comme des produits utilisés
exclusivement par les naturopathes. L’Aromathérapie (du grec, soigner avec les aromes), est
un terme utilisé pour la premiére fois par René Maurice Gattefossé en 1935.
L'aromathérapie est une technique trés utilisée pour I'administration des HE, grace a

I'utilisation des diffuseurs comme le montre le Tableau 22.

Quantité d’HE Durée de la diffusion
Adulte (>40Kg) 15 min
Enfant de plus de 6 ans 30 gouttes 5 min

5 min (en dehors de la présence

Enfant de moins de 6 ans de I’enfant dans la piece)

Tableau 22 : Posologie indicative des huiles essentielles susceptibles d’une utilisation en
diffusion.

Cette technique est souvent utilisée dans les domaines du bien-étre ou beaucoup
d’allégations prévalent sur les HE sans que celles-ci soient considérées comme des
médicaments. Cependant, des avertissements sur I'importance de respecter les posologies
sont indiquées sur le packaging de tous les produits a base d’HE. Si certaines plantes, donc
dérivent les huiles essentielles, ne sont pas dangereuses, la toxicité aigué des huiles est un
fait souvent démontré. Il faut tenir compte que grace a leur caractere lipophile, les HE sont
trés rapidement absorbées par voie pulmonaire, cutanée ou digestives. Raison pour laquelle

il faut faire spécialement attention aux doses administrées (Bruneton 2005).
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Les HE peuvent se retrouver sur le marché (directive 76/768/CEE) (Duval 2012), dans des
cosmétiques, dans des produits alimentaires ou dans certains médicaments. Néanmoins, le
monopole de la commercialisation de certaines huiles essentielles appartient exclusivement
aux pharmaciens selon I'article L. 4211-1 (Directive 2004/24/CE du Parlement européen et
du conseil )(Brunengo-Basso) « la vente au détail et toute dispensation au public des huiles
essentielles dont la liste est fixée par décret ainsi que de leurs dilutions et préparations ne
constituant ni des produits cosmétiques, ni des produits a usage ménager, ni des denrées ou
boissons alimentaires». Les huiles essentielles soumises a ce monopole sont principalement
I’"huile d’absinthe (Artemisia absinthium L, Artemisia pontica L.), I'huile d’armoise (Artemisia
vulgaris L., Artemisia herba alba Asso, Artemisia arborescens L.), I'huile de sauge (Salvia
officinalis L.) I'huile de thuya et I'huile de sassafras (Sassafras albidum Nees).

Néanmoins, selon la FDA (Food and Drug Administration) « Si un produit est destiné a un
usage thérapeutique, par exemple le traitement ou la prévention d'une maladie ou pour
affecter la structure ou la fonction du corps, il est un médicament ». Le fait qu'un composant
d’un parfum ou d’un autre produit commercial provient d'une plante ne le classe pas
automatiquement comme un médicament. Cet aspect induit une confusion dans la

définition et utilisation des HEs.

Il est important de faire la différence entre « aromathérapie », « phytothérapie » et
médicaments qui possedent des principes actifs dérivés des huiles essentielles. Il ne faut pas
oublier gu’une grande partie des médicaments existant aujourd’hui sur le marché
pharmaceutique impliquent des molécules actives provenant de certaines plantes (la
digoxine, un cardiotonique extrait de la feuille de Digitale laineuse) ou a travers la
modification de ces molécules dans le but de diminuer leur toxicité ou potentialiser leur
action.

2. Doit-on travailler avec les composants majoritaires des HE ou bien directement

avec les HE pures ?

Dans la premiére thése financée par Eydo Pharma® Mme Tram Pham avait réalisé ses
études sur un mélange de 3 huiles essentielles. Vu la complexité chimigue des mélanges de
molécules, nous avons uniquement travaillé avec les composants majoritaires de ces huiles

essentielles :
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-Huile de clou de girofle : Eugénol
-Huile d’origan : Carvacrol
-Huile de cannelle : Cinnamaldéhyde

Tahble 1. Chemical Constituents of the Essential Oils of
(. scabrum and 0. micnopd i lum

GC area % GC arsa %
compotind® Kl O scabnem O microphyileo compound® Kl @ scabnem O microgfyilom

1 w-thujens nzo 0.66 2.25 _
2 @-pinene %6 0.3 1.1 26 borneal L 166 0.68
2 ramphana 050 1.09 27 terpin-4-ol 1178 0.8% 24.36
1 sabinene. 975 009 170 28 q-terpineol a0 023 238
5 fi-pinene 078 0.0 29 estrapol 1195 0.08
B octan-1-ol 080 0.8 0.26 30 rransdihyvdrocarvone 1109 0.11

7 J-octanons OEE 0.71 31 rranspiperitol 1205 0.20
8 myrcene 093 .10 L.75 32 orctanol acatate 1211 0.11
8 I-octanol TG 0.5 004 33 thymal, methyl ether 1233 077
10 f-phellandrane 1005 017 0.72 3 carvacrol. methyl sther 1243 017
11 &-3-carene 1009 008 0.05 35 linalool acetate 1257 0.25
12 q-terpinene 1017 079 0.86 36 bornyl acetate 1 286 1.26
12 p-i.".-'l'.l-bc"ﬂr- 1026 g 4l .36 37 thymal 1202 4.51 017
14 f-phellandrane 1oz0 0.30 23 38 carvacrol 1300 TA.B6 .
15 cisacimens 1040 0.09 39 neryl acetate 1364 0.0%
16 phenylacetaldehyde 1044 0.06 40 geranyl acetate 1383 0.0%
17 transacimens 1050 0.0 41 decancl acetate 1408 0.07
18 y-terpinens 1061 .66 13.8% 42 fcaryophyllene 1417 1.32 555
19 cissabinens hvdrat 0G5 024 0BG 43 e-humulens 1451 0.30
30 I—Jr':l:-:.mli.l.p:: HeraE e 0,09 3_t:-: |h 44 bcyclogermacrens 1462 0.32 0.04
21 linalool 1098 0.25 1081 45 fFhisabolens 1508 0.2

22 orcten-3-yl acetate 111 0.70 46 y-bisabolens 1535 0.3

23 omenth-2-en-1-ol 1119 1.27 47 spathulenaol 1575 0.1%

20 fropinens hydrate 1123 DoE 48 caryophyllens made 1579 0.21 0.29
25 terpin-l-ol L1356 0 total 08,59 98,66

Tableau 23: Composition chimique des huiles essentielles d’origan O.scabrum et

O.microphyllum (Aligiannis et al. 2001).

Dans le tableau 23 nous montrons un exemple de la composition chimique de huiles
essentielles d’origan de deux espéces différents (0. scabrum et O. microphyllum), la
premiére avec une grande concentration de carvacrol (74,86%) et I'autre qui n’en présent
pas.

Méme si certains auteurs assurent qu’une partie de |'effectivité des HE est due aux effets
synergiques entre les différentes molécules (certaines dans des quantités infimes) (Burt
2004), nous avons décidé de travailler uniquement avec 3 molécules, facilitant
I’encapsulation dans des NCL. La méthode d’encapsulation que nous utilisons est basée sur
le fait d’ajouter chaque actif séparément en prenant en compte la modification de la
température d’inversion de phase de la formulation.

Une autre contrainte de travailler avec les huiles essentielles pures est I’hétérogénéité des
molécules que nous pouvons retrouver non seulement d’une espéce a une autre (Tableau
23) mais aussi d’'un lot a un autre. De plus, dans le développement d’un nouveau

médicament, il est toujours plus simple de travailler avec un faible nombre de molécules.
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Nous ne devons pas oublier le manque de réglementation spécifique aux HE en ce qui
concerne leur utilisation dans des médicaments. Aussi, nous nous sommes finalement

décidés a ne pas utiliser les huiles pures.

3. Les NCL sont-elles un bon réservoir (vecteur) pour les HE ? et plus précisément,
sont-elles une forme pharmaceutique adaptée pour le traitement des

pneumopathies infectieuses ?

Selon les résultats obtenus, nous pouvons conclure que nous arrivons a encapsuler tous nos
actifs d’intérét dans les NCL, avec des rendements d’encapsulation trés corrects. Nous avons
réussi a caractériser la surface des NCL a I'aide de la microscopie électronique a balayage, ce
gui montre que nous avons réussi a produire des nano-objets qui de surcroit sont capables
de contenir dans leur cceur les actifs que nous voulons encapsuler.

Grace aux tests in-vitro, nous pouvons affirmer que les NCL sont capables non seulement
d’encapsuler des actifs mais aussi de permettre une action pharmacologique importante.
Ceci est confirmé par les CMI qui se rapprochent des CMI des actifs non encapsulés
retrouvés dans la littérature.

Les études physico-chimiques (Ohshima, angle de contact et microscopie confocale)
suggerent que les NCL recouvrent la surface de la bactérie libérant leur contenu, mais nous
n’excluons pas I'hypothése de que certaines puissent aussi pénétrer a l'intérieur de la
bactérie.

Les tests in-vivo ont montré que le principe actif est capable d’atteindre sa cible apres une
administration IP pour le traitement d’une pneumopathie aigué. Ainsi, les NCL arrivent a
circuler dans le sang sans se faire phagocyter par les macrophages ou d’autres cellules
sanguines. Elles arrivent aux poumons dans des quantités suffisantes pour exercer une
action pharmacologique.

Un des principaux résultats de cette thése correspond a la preuve d’un effet synergique in-
vitro et in-vivo lors de I'association des NCL chargées avec la doxycycline. Ceci est montré
pour des concentrations ou I'antibiotique seul n’est pas actif.

De plus, le traitement d’une infection localisée aux niveaux des poumons nécessite que le

médicament soit capable d’atteindre sa cible. Dans la circulation, le médicament va subir
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différents processus résumés dans I'acronyme ADME.
L'ADME (Absorption, Distribution, Métabolisme et Excrétion) décrit le devenir d’un

médicament des son arrivée a I'organisme jusqu’a son élimination :

Absorption

Dans I'administration IP, le médicament arrive a la circulation sanguine puis atteint le foie
par le systétme porte, oU il peut subir une dégradation connue sous le nom de 1°" passage
hépatique. Ce qui reste de médicament passe a la veine hépatique puis a la veine cave

inférieure jusqu’a atteindre le cceur qui le distribue a la circulation générale (Figure 67).

: e Bt Veine Veine cave
N P I hépatique inférieure

Administration IP
Circulation

systémique
1¢" passage hépatique:

Dégradation d’une
partie du médicament

Figure 67 : Devenir de médicament dés qu’il est administré jusqu’a qu’il arrive a la circulation
générale.

Distribution :
Une fois dans la circulation générale, il est distribué dans le corps a tous les endroits ou il a
acces (il s’agit d’un processus réversible). Il existe plusieurs facteurs qui peuvent intervenir
dans la distribution :

-Les propriétés physico-chimiques du médicament.

-Sa fixation aux protéines plasmatiques, a I’'hémoglobine etc.

-L’affinité du médicament aux tissus.

-Le flux sanguin : les tissus bien irrigués recevront le médicament en premier.

-La perméabilité de la membrane.

Métabolisme :
Le métabolisme transforme le médicament en d’autres composants plus polaires, et par

conséquence, plus facilement excrétables.
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Excrétion :

L’excrétion est I’élimination du médicament ou de ses métabolites a travers les selles, I'urine
le lait maternel ou la bile. Dans I'excrétion biliaire, certains médicaments excrétés par la bile
peuvent étre réabsorbés. Ce phénomene est connu sous le nom de cycle entéro-hépatique.
En conclusion, I'encapsulation des composants aromatiques des huiles essentielles semble
un bon moyen pour une administration IP ou IV. En arrivant a encapsuler, protéger,
vectoriser et délivrer nos actifs.

La formulation AT98a a montré un trés bon rendement d’encapsulation (proche de 100%),
une bonne stabilité, et une efficacité significative in-vitro et in-vivo. Mais surtout, cette

formulation présente une synergie trés intéressante avec la Doxycycline.

4. Quel est I'intérét de I’antibiothérapie combinée ? Est-elle toujours efficace ?

L'intérét de [I'antibiothérapie combinée consiste a élargir le spectre d’action des
antibiotiques surtout lorsqu’on ne connait pas l'espéce bactérienne responsable de
I'infection ou lorsque cette infection est produite par plusieurs bactéries. De plus, certains
auteurs affirment que l'utilisation d’'une antibiothérapie adaptée pourrait aider a diminuer
I'apparition des BMR.

L'antibiothérapie combinée est devenu une stratégie de choix pour le traitement de
certaines infections graves comme le sepsis (Kumar et al. 2010) (réponse inflammatoire
généralisée associée a une infection grave di a la présence des bactéries dans le sang)
(Bryant et al.2006). Néanmoins la communauté médico-scientifique n’est pas toujours
d’accord avec cette stratégie (Paul et al. 2006). Certains auteurs considérent que la stratégie
thérapeutique la plus adaptée est de traiter les patients tout au début avec une
antibiothérapie combinée jusqu’a avoir la confirmation de I'espéce bactérienne incriminée.
Ensuite, une monothérapie ciblée est appliquée en choisissant I'antibiotique le plus actif
contre cette bactérie (Carmeli et al. 1999 ; Kollef and Fraser 2001). Dans notre cas,
I’antibiothérapie combinée aux HE permet de « re-inventer » certains antibiotiques devenus
peu efficaces, voire inefficaces grace a l'adjonction de molécules indépendantes des

mécanismes de résistance aux antibiotiques (Kempf et al. 2012).
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5. L’association antibiotique-HE, est-elle une bonne alternative dans la lutte contre les

BMR?

Un des objectifs de cette thése était de trouver une association synergique antibiotique/NCL
qui permettait d’abord de réduire la dose en NCL puis d’améliorer I'efficacité de certains
antibiotiques inactifs. Nous avons trouvé une association qui semble une bonne alternative
et qui présente des résultats intéressants dans les premiers tests in-vivo. Nous considérons
gue méme si les résultats in-vivo ne sont pas concluants a cause du faible nombre de souris
gue nous avons pu utiliser pour I'étude, nous avons réussi a améliorer I'efficacité de la

doxycycline.

6. Quel est I'avenir des HE en milieu hospitalier.

L'usage des HE en milieu hospitalier n’est presque pas développé, méme si dans certains
hopitaux, elles sont utilisées dans I'assainissement de I’air ambient ou dans des systéemes de
ventilation pour éviter la propagation des bactéries (Pibiri 2005).

Imaginer qu’un jour les huiles essentielles seront utilisées en tant que médicaments
antibactériens en milieu hospitalier semble assez difficile a concevoir du fait de I'absence de
législation claire sur l'utilisation des HE. Néanmoins, I'usage de certaines composants
aromatiques semble une alternative beaucoup plus plausible. Cette these s’inscrit dans cette
démarche.

La recherche de médicaments a base de composants aromatiques commence a se
développer. Pourtant, le nombre d’industries pharmaceutiques qui se consacrent au
développement de ces composants reste encore trées faible.

Eydo Pharma travaille depuis 2007 dans le développement et I'étude des huiles essentielles
a propriétés antibactériennes. L'efficacité de ces HE a été démontrée par de nombreux
chercheurs. Pourtant, ces molécules n‘ont pas encore trouvé leur place dans l'industrie
pharmaceutique.

Dans cette these, nous ne cherchions pas a substituer des antibiotiques par d’autres
substances. Nous sommes partis de I'hypothése que I'usage combiné des antibiotiques avec

des substances adjuvantes (comme les HE), est une force dans la lutte contre les résistances
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aux antibiotiques. Avec les associations, nous espérons ralentir I'apparition de résistance et

rendre des antibiotiques devenus inactifs, a nouveau efficaces.

7. Les interactions entre les NCL et les bactéries.

Dans cette thése nous avons voulu étudier comment les NCL interagissaient avec les
bactéries, comme nous I'avons montré dans le Chapitre 4. Pour cela, nous nous sommes
servi de différentes méthodes physico-chimiques car il est difficile de montrer directement
I’'association bactérie-NCL vu la taille nanométrique de ces dernieres. Nous avons obtenu un
faisceau de résultats prouvant que les NCL recouvrent la surface de la bactérie (méme s’ily a
surement, une quantité de NCL qui traverse la bactérie) et libérent leur principe actif. Les
actifs ainsi libérés traverseraient la membrane de la bactérie. Grace a la méthode Ohshima
nous avons observé que la couche accessible aux contre-ions, lorsque les bactéries sont en
contact avec les bactéries, reste aux niveaux des NCL. Ce qui pourrait indiquer que les NCL
recouvrent la bactérie. Néanmoins, méme si les résultats d’angle de contact confirment
cette hypothése nous retrouvons quand méme une diminution de ys+ dans les premieres 3
heures pourrait indiquer qu’une partie des NCL arrivent a traverser la membrane
bactérienne ou retourne a I'extérieur de la bactérie.

Les résultats de microscopie confocale renforcent cette théorie en localisant les NCL aux

mémes endroits que ceux ol les bactéries sont présentes.

1.2 PERSPECTIVES

Les résultats que nous avons obtenus grace a cette these ouvrent un grand nombre de
perspectives et donc de futurs développements.

Une investigation in-vivo avec un plus grand nombre de souris permettrait non seulement
d’obtenir des résultats significatifs sur |'efficacité de I’association. Nous pourrions tester des
NCL modifiées aprés post-insertion de PEG de différentes longueurs afin de modifier le
temps de circulation de la NCL dans le sang.

D’autres techniques physico-chimiques pourraient été utilisées afin de mieux comprendre
les interactions qui se produisent entre les NCL et les bactéries : tensiomeétre a goutte sur un
modele validé de membrane bactérienne, adhésion microbienne au solvant, étude de

résonnance par plasmons de surface (technique Biaccor), etc...
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Il sera important d’optimiser I'administration de I'antibiotique et des NCL : administration
simultanée, administration séquentielle, etc. Mais principalement, nous devrons préciser les
mécanismes d’action biologiques impliqués lors des effets synergiques.

Une étude de pharmacocinétique et pharmacodynamique sera obligatoire dans la poursuite
du développement de cette stratégie d’associations

Finalement, nous devrons montrer si les effets synergiques démontrés ici pour la
Doxycycline sont transposables a d’autres antibiotiques de la méme famille (tétracyclines)
ou d’autres familles et tester d’autres antibiotiques devenus inefficaces contre certaines

bactéries.
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2011-Stagiaire, a la banque d’ADN a Vitoria (Espagne), stage d’été.
2011-Pharmacienne, Stage de 6 mois au sein du CHU de Bordeaux (France).
2006-2008- Professeur de chimie, maths et biologie a un lycéen (cours de soutien)
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-Francais-Courant.

-Anglais-Intermédiaire
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ANNEXE 2 : Poster congres ECCMID 2015

it SYNERGISTIC INTERACTION BETWEEN THE TERPENIC COMPONENTS OF
W ESSENTIAL OILS AND ATBO1 AGAINST ACINETOBACTER BAUMANNII

angers

oo s

E Chantal Valcourt!, Patrick Saulnier, Elisabeth Rossines and Marie Laure Joly-Guillou
fit INSerm  ynité U1066, Laboratoire INSERM Angers (France). Project financed by Eydo pharma® company
L 'chantal.valcourtsainz@gmail.com

Objectives Essential oils (EO) are odorous substances contained in plants. Some of them have antibacterial properties. We have selected a
mixture of three major constituents of different EO: EP1010 (a methoxyphenol), EP1011 (an aldehyde) and EP1012 (a phenol), and an
antibiotic of the glycopeptide class (ATBo1). ATBo1 is not effective against Gram-negative bacteria because their intrinsic resistance against
this antibiotic is mediated by porins. The use of ATBo1 in combination with EO which have the ability to destabilize the membrane of
bacteria might facilitate the passage of the former so that it can pursue its action. The aim of this work was to combine ATBo1 with
essential oils in order to make the former effective against a multiresistant gram negative bacteria.

Methods -Releasing lipopolysaccharides and Synergistic

| 2 increasing the permeability of the effect
+ Formulation of LNCs # ¢ | membrane to ATP.
LNCs was formulated via a phase inversion method in order to ] 3 ] -Damage to membrane proteins.
make the EO suitable for injection. i Fa | -Depletion of proton motive force.
useinssrsionsone | -Destabilization of the bacterial
membrane

) . - EP1010 R-CH3
% — @ - EP1011R-OH i
3 cal - EP1012 R-CHO Facilitate the passage
LNC of ATBo1

‘Querich with cold water C=28,5mg/mL.
8 ety

The formulation was heated to 90 °C followed by cooling to 60 °C. SPecifi‘c binding to the ‘er".‘".’?'

" " " o : dipeptide D-ala-D-ala = Inhibition
3 times. During the 3rd cooling step, at 82 °C the active EP1010 was £rentidos) thesi
added, in the next cycle, EP1011 was added at 76°C, following by of peptidoglycan synthesis
EP1012 added at 75°C. The system was diluted with 12,5 mL cold -+ >
water (4 °C) in the last cycle at 55°C leading to the formation of

t. L 2

stable LNCs LNC ATBO1 Results
Alone 1250pg/mL  1028pg/mL

Combination  425ug/mL  10pg/mL

* Determination of MIC and FIC index

Minimal inhibitory concentration (MIC): The lowest concentration .
of antibiotic sufficient to inhibit the growth of a strain of bacteria. FICI > 2 Antagonism

Mcys MGy
The fractional inhibitory concentration index (FIC index) was i =T e
determined using the checkerboard method. The microtiter f A B
plates were covered and incubated at 37°C overnight. 0,5 <FICI £ 0,75 Partial synergism

7 FICI 0,5 Total synergism
* Kill-time assay II In-vitro

RESISTANT
The LNCs and the ATBo1 were tested at concentrations of 425 i ~Control

pg/mL and 2pg/mL, respectively. The samples were collected after -ATBo1 10 pg/mL
0, 3, 6 and 24 hours.

0,75 <FICI £ 2 Additive

BACTERIOSTATIC
-LNC 425 pg/mL

BACTERICIDE
AT
-LNC 425 pg/ml + ATB1
D .

10 colony on 3log between LNC a 425
the agar.

18 2 | pg/mL and LNC + ATBO1 >
il y7
e | SYNERGISTIC EFFECT*

Dilutions Count |  *Synergy was defined as a decrease of >2log,, CFU/mL (colony-forming units

Graphic representation of the evolution of antibacterial treatment | per milliliter) between the combination and the most active single agent
over 24 hours.

* Scanning electron microscopy (SEM)

SEM was used to visualize the changes in the bacterial
membrane. Observations were carried out using Jeol JSM -
6301F scanning microscope. |I

Microscopy

-6 hours of incubation at 37 °C with each drug.

-Fixation with glutaraldehyde 2% and paraformaldehyde

2% overnight under vacuum. SRR

-Post fixation with 0s04. 122 S GRS AN D)

-Dehydration with ethanol and metallization with platinum. Effect of the association AT98a + ATBO1 against Acinetobacter
baumannii after 6hours of incubation at 37°C.

(LTI The combination of ATBO1 with EOs-loaded LNCs allowed the use of antibiotic doses which are not active when used alone. The active

agents used (especially EP1012), destabilize the bacterial membrane and allowed the passage of ATBO1 which inhibits the synthesis of the peptidoglycan.
The use of the EO with antibacterial activity and the antibiotics in combination offers an excellent opportunity to use antibiotics which are otherwise
inactive against certain bacteria.
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ANNEXE 3 : Diplome de pharmacie (Université de Navarre)

FACULTAD DE FARMACIA

D2 CHANTAL ALICE VALCOURT SAINZ, nacida el 23 de septiembre de 1986 en-
Vitoria, provincia de Alava, de nacionalidad espafiola y con documento nacional de
identidad 72748075H, ha superado en esta Universidad en junio de 2012 los
estudios conducentes al titulo universitario OFICIAL de

LICENCIADA EN FARMACIA
(Orden de 29 de noviembre de 2000, BOE 19-12-2000)

que sera expedido por el Rector de la Universidad de Navarra en nombre de S.M. el
Rey de Espafia, y ha abonado los derechos de expedicién del titulo el 9 de enero de
2013. ,

A efectos de lo sefialado en la disposicion final cuarta del Real Decreto 1496/1987,
de 6 de noviembre (BOE de 14 de diciembre), y para que surta los mismos efectos
del titulo con caracter provisional hasta que éste se edite, expido el presente
resguardo a solicitud de la interesada en Pamplona a 9 de enero de 2013.

f

NiUmero de resguardo:  61472-1
Derechos de expedicién: 330.00 €. (derechos ordinarios).

La expedicion de este titulo puede comprobarse en las consultas de la gestion
académica para el alimno.
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ANNEXE 4

R EPUBULTIGQUE F R ANG CATISE

Ministere de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche

UNIVERSITE D’ANGERS

MASTER

Vu le décret n° 84-573 du 5 juillet 1984 modifié relatif aux diplomes nationaux de I’enseignement supérieur ;

Vu le décret n° 99-747 du 30 aoiit 1999 modifié relatif 2 la création du grade de master ;

Vu le décret n°2002-481 du 8 avril 2002 modifié relatif aux grades et titres universitaires et atx diplomes nationaux ;
Vu I"arrété du 25 avril 2002 relatif au dipldme national de master :

Vu le code de I"éducation ;

Vu I"arrété ministériel du 10 octobre 2008 relatif 4 Ihabilitation de 'UNIVERSITE D’ ANGERS 2 délivrer des diplomes nationaux ;

Vu les pieces justificatives produites par Mme CHANTAL VALCOURT, née le 23 septembre 1986 2 VITORIA-GASTEIZ
master ;

(ESPAGNE), en vue de son inscription au

Vu les proces—verbaux du jury attestant que I’intéressée a satisfait au controle des connaissances et des aptitudes prévu par les textes réglementaires ;

Le diplome de MASTER SCIENCES, TECHNOLOGIES, SANTE,  finalité PROFESSIONNELLE. Mention SCIENCES, TECHNOLOGIES ET INGENIERIE DE

LA SANTE, spécialit¢ PRODUITS DE SANTE : INNOVATION, RECHERCHE ET DEVELOPPEMENT
mention bien

estastiviea IVIMe CHANTAL VALCOURT

au titre de I’année universitaire 2011-2012, et confere le grade de master,
pour en jouir avec les droits et prérogatives qui y sont attachés.

Fait a Nantes, le 25 février 2013

Le titulaire Le Président

A}&D,OQ,UU/,

° ANCAED C 95RS 147
N ANGERS 3585147

/2013201105624

Jean—Paul SAINT-ANDRE

Le Recteur d'Académie,
CHaricelier des universités

William MAROIS
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ANNEXE 5: Tableau interactions Antibiotique-HE (Revue

bibliografique)
Antibiotic Bacteria Method Interaction Reference
Penicillin E.coli FICindex <0,5 | Synergistic Palaniappan et
0,11 al. 2010
S.aureus FIC index<0,5 | Synergistic Palaniappan et
0,37 al. 2010
Tetracyclin E.coli FICindex <0,5 | Synergistic Palaniappan et
0,15 al. 2010
Ampicillin S.aureus FICindex <0,5 | Synergistic Palaniappan et
SRR, 0,15 al. 2010
Nalidixic acid Bactéries FIC index 0,12- Synergistic Choi et al. 2009
résistantes a 2,25 (ou partial
I'ac.nalidixique Synergistic)
Nisin (peptide) | L.monocytogen MIC 0,63 Synergistic Pol et Smid
es 1999
B. cereus MIC 1,25 Synergistic Pol et Smid
1999
T.maroccanus K@l ge]ile) ey E.coli FICindex: 0,12 | Synergistic Fadli et al.
(39,77% S.aureus FIC index: 0,15 2012
carvacrol) P.aeruginosa | FIC index : 0,26
Zataria Vancomycin S.aureus FICindex : 0,32 | Synergistic Mahboubi et
multiflora (MRSA) Ghazian 2010
(thymol, S.aureus FIC Mahboubi et
carvacroll “and (MSSA) index :0,185 Ghazian 2010
p-cymeéne)
Sarafloxacin E.coli FICindex : Synergistic Si et al. 2008
0,375
Levofloxacin E.coli FICindex : 0,5 | Synergistic Si et al. 2008
Origan oil Amoxicillin E.coli FIC index :0,75 Additive Si et al. 2008
(Thymol and Ceftriaxon E.coli FIC index : Additive Si et al. 2008
Carvacrol) 0,625
Doxycyclin E.coli FICindex : Synergistic Si et al. 2008
0,375
Ampicillin S.aureus ATCC FICindex=1 Additive Nascimiento et
25922 al.2007
S.mutans FIC Synergistic Moon et al.
index :0,5/0,5 2009
Ampicillin S. sanguinis FIC Synergistic Moon et al.
index :0,5/0,5 2009
S.sobrinus FIC Synergistic Moon et al.
index :0,5/0,5 2009
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P.gingivalis FIC Synergistic Moon et al.
index :0,5/0,37 2009
5
P.intermedia | FIC Synergistic Moon et al.
index :0,5/0,5 2009
S.mutans FIC Additive Moon et al.
index :0,75/0,7 2009
Gentamicin 5
S. sanguinis FIC Synergistic Moon et al.
index :0,5/0,37 2009
5
S.sobrinus FIC Synergistic Moon et al.
index :0,5/0,5 2009
P.gingivalis FIC Synergistic Moon et al.
index :0,5/0,37 2009
5
P.intermedia | FIC Synergistic Moon et al.
index :0,5/0,5 2009
Penicillin E.coli FICindex : 0,16 | Synergistic Gallucci et al.
2006
S.pneumoniae | FICindex:0,5 | Synergistic Yadav et al.
2013
Fluconazol Candida FICindex : Synergistic Ahmad et al.
0,31-0,55 2010
E.coli mm +SD % : | Synergistic Ghali et al.
13/15 2009
Ofloxacin ou Proteus mm+SD % : | Synergistic Ghali et al.
Amikacin mirabilis 15-23 2009
Klebsiella mm £ SD % : | Synergistic Ghali et al.
pneumoniae 16-20 2009
S. saprophiticus | mm+SD % : | Synergistic Ghali et al.
18-25 2009
P.aeruginosa mm +SD % : | Synergistic Ghali et al.
15-18 2009
Vancomycin Bactéries gram Synergistic Hemiswarya et
- Doble 2009
Piperacillin E.coli FICindex: 0,50 | Synergistic Yap et al. 2013
Penicillin S.aureus FICindex: 0,37 | Synergistic Palaniappan et
al. 2010
Cinnamaldehy Ampicillin S.aureus FIC index: 0,25 | Synergistic Palaniappan et
de al. 2010
Clindamicyn Clostridium FIC index: 0,25 Reduce the Shahverdi et al.
difFIC indexle MIC of the 2007
antibiotic
Carvone Pénicilline- S.aureus FIC index: Synergistic Gallucci et al.
(MRSA) 0,0078 2006
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Thymus
glabrescens
(Geraniol
thymol)

Ocimum
sanctum
(linalool,
méthyl
chavicol
carvone)

Ocimum
gratissimum

Vanillosmopsis
arborea (a-

Pénicilline S.aureus FICindex: 3,98 Antagonist Gallucci et al.
(MRSA) 2006
E.coli FIC index: 0,15 Synergistic Gallucci et al.
2006
Nisin L.monocytogen Ettayebi et al.
es 2000
B.subtilus
Chloranphénic E.coli FIC index: 0,21- | Synergistic/Add llic et al.
ol ATCC25922 0,87 itive
K.pneumoniae
P.aeruginosa | FIC index: 0,43- | Synergistic/Add Ilic et al.
0,87 itive
P.mirabilis FIC index: 0,68- | Synergistic/Add llic et al.
0,82 itive
Fluconazole Candida FIC index: 0,25- Synergistic Amber et
Ketoconazole (C.albicans, 0,5 al.2010
C.glabrata et
C.tropicalis)
Ciprofloxacine S.aureus %change in indifference Nweze et Eze
IZD*: 0 2009
P.aeruginosa | %change in Synergistic Nweze et Eze
IZD : 66,67 2009
E.coli %change in Additive Nweze et Eze
1ZD : 20 2009
Streptomycine S.aureus %change in Antagonist Nweze et Eze
1ZD : -8,33 2009
P.aeruginosa | %change in Without Nweze et Eze
IZD : -- activity 2009
E.coli %change in Antagonist Nweze et Eze
ATCC 11775 | 1ZD :-50 2009
Ampicilline S.aureus %change in Without Nweze et Eze
IZD : -- activity 2009
P.aeruginosa | %change in Without Nweze et Eze
IZD : -- activity 2009
E.coli %change in Synergistic Nweze et Eze
1ZD : 25 2009
Ketoconazole C.albicans %change in Antagonist Nweze et Eze
ATCC90028 IZD :-11,54 2009
C.albicans %change in Synergistic Nweze et Eze
IZD : 28,57 2009
Gentamycine S.aureus mm+SD % : 16 Reduce the Santos et al.
12 MIC of the 2010
antibiotic
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bisabolol)

Green tea
Mint

Anethol

P. graveolens
(géraniol et
citronellol)

Geraniol

Citronellol

Tableau 24 : interactions Antibiotique-HE (Revue bibliografique)

Tetracycline S.aureus mm + SD % : Reduce the Santos et al.
3043 MIC of the 2010
antibiotic
P.vulgaris mm = SD % : Reduce the Santos et al.
2610,5 MIC of the 2010
antibiotic
Tobramycine S.aureus mm + SD % : Reduce the Santos et al.
17,51£0,5 MIC of the 2010
antibiotic
P.vulgaris mm + SD % : Reduce the Santos et al.
2610,5 MIC of the 2010
antibiotic
Levofloxacine E.coli Synergistic Isogai et al.
2001
Piperacilliine E.coli FICindex: 0,31 | Synergistic Yap et al. 2013
Méropéneme E.coli FICindex: 0,26 | Synergistic Yap et al. 2013
Gentamycine P.aeruginosa %SD :42,8 Reduce the Rodrigues et al.
MIC of the 2009
antibiotic
Norfloxacine B.cereus FIC index: 0,50 Synergistic Rosato et al.
2007
E.coli ATCC FIC index: 0,57 Additive
35218
S.aureus ATCC | FICindex:0,37 | Synergistic Rosato et al.
6538 2007
Norfloxacine B.cereus FICindex:0,5 | Synergistic Rosato et al.
2007
S.aureus ATCC | FICindex: 0,5 | Synergistic Rosato et al.
29213 et 6538 2007
Norfloxacine B.cereus FIC index: 0,5 Synergistic Rosato et al.
2007
S.aureus ATCC | FICindex : 0,5 | Synergistic Rosato et al.
29213 et 6538 2007
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ANNEXE 6 : Code de marquage des souris

Le marquage des souris s’est réalisé avec des trous aux niveaux des oreilles (gauche ou
droite) L'image XX, compile les codes pour chaque chiffre, ce marquage peut atteindre un
chiffre de 99 (grace aux codes des unités réalisés dans I'oreille droite et les codes des

dizaines réalisés dans I'oreille gauche)

CODE DE MARQUAGE INTERNATIONAL

CODE DES UNITES

——— Haut de |'oreille

Bas de |'oreille

Droite Gauche

ANIMAL VUE DE FACE

Figure 68 : Code de marquage international pour expérimentation animale chez la souris.
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Contribution a I’étude du traitement de bactéries multirésistantes

Association des composants aromatiques d’huiles essentielles nano-encapsulés

avec des antibiotiques

Résumé

Les bactéries multirésistantes (BMR) représentent un
véritable probléme de santé publique. Les antibiotiques
conventionnels commencent a devenir inefficaces et des
bactéries qu’'a une époque étaient contrélées, commencent
a devenir de plus en plus pathogénes.

L’utilisation des actifs dérivant des plantes comme certains
composants issus des huiles essentielles ont déja
démontré une action bactérienne contre plusieurs bactéries
dites résistantes.

Pour I'administration de ces actifs, a nature lipophile, nous
les avons encapsulés a lintérieur des nanocapsules au
cceur lipidigue (NCL) grace a une modification de la
méthode d'inversion de phase développé dans le
laboratoire Inserm U1066 au début des années 2000.

Le but de cette thése est de trouver une association avec
des antibiotiques qui puisse s’avérer synergique contre des
BMR.

Nous avons obtenu une synergie sur plusieurs souches
bactériennes avec un mélange avec trois actifs différents :
'eugénol, le carvacrol et le cinnamaldéhyde et Ila
doxycycline (antibiotique bactériostatique de la famille des
tetracyclines). Cette synergie a été également testée in
vivo sur un modéle pneumopatique de souris avec des
résultats qui semblent en concordance avec les résultats in
vitro.

Nous nous sommes servis des méthodes physico-
chimiques comme l'angle de contact ou la mobilité
électrophorétique, dans le but d’étudier les interactions
entre les NCL et les bactéries. Les résultats obtenus
semblent indiquer que les NCL recouvrent la surface de la
bactérie et libérent leurs actifs, néanmoins nous n’écartons
pas I'hypothése qu’une certaine quantité des NCL puisse
aussi pénétrer la bactérie.

Mots clés
Huiles essentielles, antibiotiques, synergie, bactéries
multirésistantes, nanocapsules lipidiques

Abstract

Multiresistant bacteria (MRB) present today a public
health problem. Some antibiotics are ineffective and
bacteria formerly controlled, begin to become more
and more pathogenic.

The use of drugs derived from plants as some
components from essential oils have demonstrated a
bactericidal effect against resistant bacteria.

For the administration of these lipophilic drugs, they
have been encapsulated in the core of lipid
nanocapsules (LNC), formulated via the phase
inversion method. This method was developed in the
laboratory Inserm U1066 in the early 2000s.

The aim of this thesis is to find a combination with an
antibiotic that prove to be synergistic against MRB.

We have found a synergistic effect with the
combination of doxycycline (bacteriostatic antibiotic of
the tetracycline class) and the LNC of a mixture of
three aromatic components of essential oils (eugenol,
carvacrol and cinnamaldehyde)

This synergy was also tested in vivo in a pneumopathic
mice model with interesting results which appear
consistent with in vitro results.

The interactions between LNC and bacteria were
studied using physicochemical method  as
electrophoretic  mobility  and contact  angle
measurement.

Obtained results suggest that LNC cover the surface of
the bacteria and release the aromatic components.
These results are also observed by confocal
microscopy.

Nevertheless, we also accept the hypothesis that, a
certain amount of LNC can cross the bacteria..

Key Words
Essential oils, antibiotics, synergistic effect,
multiresistant bacteria, lipidic nanocapsule



