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aeruginosa.

Alexandre Tetard, Patrick Plésiat, Catherine Llanes.

XXVéme Forum des Jeunes Chercheurs, Juin 2019, Dijon.

Impact des huiles essentielles sur la résistance aux antibiotiques - I'exemple du
cinnamaldéhyde.

Alexandre Tetard, Susie Gaillot, Benoit Valot Patrick Plésiat, Catherine Llanes

Réunion annuelle du Groupe de Recherche Pseudomonas, Voiron, Septembre 20189.
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Association antibiotique — extrait d’huiles essentielles : effet antagoniste chez Pseudomonas
aeruginosa.

Alexandre Tetard, Susie Gaillot, Benoit Valot Patrick Plésiat, Catherine Llanes.
15eme congreés national de la Société Frangaise de microbiologie, Paris, Octobre 20189.

Huiles essentielles : chronique d’une résistance annoncée.

Alexandre Tetard, Patrick Plésiat, Catherine Llanes

Réunion de la Société de Biologie de Besangon, Besangon, Décembre 2019.

Short and long terms effect of cinnamaldehyde on Pseudomonas aeruginosa antibiotic
resistance.

Alexandre Tetard, Susie Gaillot, Catherine Llanes.

European Young Investigators Meeting (EYIM). 43th European Cystic Fibrosis Society (ECFS)
Conferences, June 2020, Lyon, France. Annulé Covid-19.

Huiles essentielles : effets du citral sur la résistance aux antibiotiques de Pseudomonas
aeruginosa.

Alexandre Tetard, Sarah Foley, Freddy Torrealba Anzola, Gaetan Mislin, Yann Pellequer, Patrick Plésiat,
Catherine Llanes.

22¢me colloque francais des Jeunes Chercheurs travaillant sur la Mucoviscidose, mars 2021, en ligne.

Citral with or without antibiotics to treat the opportunistic pathogen Pseudomonas
aeruginosa: sometimes the remedy is worse than the disease.

Alexandre Tetard, Sarah Foley, Freddy Torrealba Anzola, Patrick Plésiat, Catherine Llanes.

European Young Investigators Meeting (EYIM). 44" European Cystic Fibrosis Society (ECFS)
Conferences, June 2021, on line.

Effet indésirable du citral sur la sensibilité de Pseudomonas aeruginosa aux antibiotiques

Alexandre Tetard, Patrick Plésiat, Catherine Llanes.

Réunion annuelle du Groupe de Recherche Pseudomonas, Malbuisson, Octobre 2021.
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Abréviations

ADN Acide Désoxyribonucléique

AMM Autorisation de Mise sur le Marché

BET Bromure d’Ethidum

CA-SFM Comité de I’Antibiogramme de la Société Francais de Microbiologie
Ccccp Carbonyl cyanide m-chloro-phenyl hydrazone
CCM Chromatographie sur couche mince

CFU Colony Forming Units

CMI Concentration Minimale Inhibitrice

CNA Cinnamaldéhyde

CN-OH Alcool cinnamique

DiSC3 3,3'-Dipropylthiadicarbocyanine

DMSO Diméthyle sulfoxyde

EDTA Ethylene Diamine Tetraacetic Acid

EPI Efflux Pump Inhibitor

FIC Fractional Inhibition Concentration

FWHM Full Width at Half Maximum (largeur a mi-hauteur)
g Accélération de la pesanteur

GLT Glutaraldéhyde

HEs Huiles Essentielles

HPLC High-performance liquid chromatography

McF MacFarland

MDA Malondialdéhyde

MH Mueller-Hinton

MHA Mueller-Hinton Agar

MHB Mueller-Hinton Broth

min Minute

NGS Next-Generation Sequencing

OMS Organisation Mondiale de la Santé (World Health Organization)
OoTU Operational Taxonomic Unit

PARN Phénylalanine arginine B-naphthylamide

PCR Polymerase Chain Reaction

PIA Pseudomonas lsolation Agar

Qs Quorum Sensing

RIA Resistance Inhibiting Agent

RLU Relative Luminescence Units

RMA Resistance Modifying Agent

rem Rotations par minute

s Secondes

SARM Staphylococcus aureus Résistant a la Méthicilline
TAE Tris-Acetate EDTA

TCS Two Components System (systéme a deux composants)
UFC Unités Formant Colonies
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1. Introduction générale

Les maladies infectieuses font partie intégrante de I'histoire de I’humanité. Certaines d’entre
elles (tuberculose, lepre, peste) ont causé de grandes épidémies qui ont décimé les
populations humaines depuis le Néolithique jusqu'a la fin du 19%™e siécle, période a laquelle
se mettent en place : 'amélioration des conditions d’hygiéne, I'arrivée des premiers vaccins
puis, dans les années 1940, celle des antibiotiques. Toutefois, aujourd’hui, en raison du
développement de I'antibiorésistance, les maladies infectieuses d’origine bactérienne posent
encore, de nombreux problémes. En Europe, les rapports de I'ECDC (European Centre for
Disease Prevention and Control) évoquent 400 000 personnes infectées dans le cadre d’une
hospitalisation et environ 37 000 morts par an (https://www.ecdc.europa.eu). Méme si les
pays les moins développés sont les plus touchés (par exemple, on estime a 80% le nombre
d’isolats de Pseudomonas aeruginosa résistants aux fluoroquinolones en Roumanie, contre
17% en France, d’apreés les données du CDDEP, the Center for Disease, Dynamic, economy and
Policy, 2020), 12 500 morts sont attribués chaque année en France a des infections causées
par des bactéries résistantes (Colomb-Cotinat et al., 2016).

L’évolution de la résistance aux antibiotiques et les problémes sanitaires qui lui sont associés
sont d’autant plus alarmants que les nouvelles molécules thérapeutiques sont rares. En effet,
partant d’'une analyse de ces 50 derniéres années, des modeéles prédictifs estiment qu’il
faudrait développer 20 nouvelles classes d’antibiotiques pour les 50 ans a venir (Coates et al.,
2011), ce qui semble impossible lorsque I'on sait que le dernier rapport de 'OMS (World
Health Organization, 2017 : Antibacterial agents in clinical development: An analysis of the
antibacterial clinical development pipeline, including tuberculosis) mentionne 51 molécules en
développement mais d’une seule nouvelle famille, ce qui est tres loin d’étre suffisant.

La recherche d’alternatives thérapeutiques est donc, aujourd’hui plus que jamais, une voie a
considérer : bactériophages, anticorps, peptides antimicrobiens ou encore oligonucléotides
visant a inhiber les génes de résistance, sont a I'ordre du jour des programmes de recherche
(Ghosh et al.,, 2019). En parallele, reviennent en force des agents thérapeutiques connus
depuis longtemps. Ainsi, les huiles essentielles bénéficient d’un regain d’intérét de la part de
la communauté scientifique et médicale, avec un fort capital sympathie de la part de la
population générale et du personnel soignant (Boesl et al., 2016). Sur les quelques 250 huiles
aujourd’hui commercialisées, une douzaine (lavande, thym, cannelle, arbre a thé, menthe,
eucalyptus, sauge, clou de girofle, cajeput...) présente des caractéristiques antimicrobiennes
intéressantes (Winska et al., 2019). Finalement, la solution au probléeme de la diminution de
I'efficacité des traitements antimicrobiens n’est peut-étre pas de se détourner des
antibiotiques que nous connaissons bien, mais de leur associer d’autres molécules dans
'optique d’'un effet amélioré. On parle alors d’agents modificateurs de résistance ou
« resistance modifying agents » : ce sont des agents capables de modifier la sensibilité d’'une
souche bactérienne a certains antibiotiques (effet additif ou synergique). En microbiologie
clinique, un exemple bien connu et utilisé depuis longtemps est celui de I'association de
I’'amoxicilline (un antibiotique de la famille des B-lactamines) avec I'acide clavulanique, une
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molécule naturelle produite par Streptomyces clavuligerus, dont la liaison irréversible avec les
RB-lactamases (des enzymes inactivatrices de R-lactamines) provoque leur inactivation,
augmentant de fait I'activité de I'amoxicilline (Reading et al., 1977). De nombreuses formules
sont aujourd’hui a I'étude, parmi lesquelles, des huiles essentielles sont associées a des
antibiotiques (Moussaoui et al., 2016). Toutefois, si certains modificateurs de résistance
synergisent |'action des antibiotiques, d’autres montrent des effets antagonistes. Ainsi,
certaines molécules favorisent I'émergence de mutations génératrices de résistance. Par
exemple, le triclosan ou les ammoniums quaternaires, des antiseptiques utilisés pour nettoyer
les surfaces, sélectionnent des mutants fabl résistants a l'isoniazide, un antibiotique utilisé en
premiére intention dans le traitement de la tuberculose (Levy 2002).

Si le probleme de I'antibiorésistance concerne la plupart des bactéries pathogeénes de
I'Homme, dans ce travail, nous nous sommes intéressés plus particulierement a Pseudomonas
aeruginosa, 'archétype des bactéries résistantes acquises a I’hdpital. Ce bacille a Gram négatif
flagellé, commun dans les milieux humides, posséde une trés grande capacité d’adaptation et
une versatilité métabolique lui permettant de coloniser différents environnements, méme
hostiles. Ce potentiel adaptatif est di a un génome particulierement grand (de 5,5 a 7 Mpb)
(Stover et al., 2000), codant un réseau complexe de régulation (Mathee et al., 2008) dont 10%
est dépendant du quorum sensing, un mécanisme de communication intercellulaire qui
permet aux bactéries de coordonner |'expression de leurs génes lorsqu’elles ont atteint une
certaine densité de population (Venturi 2006). Cette formidable ressource génétique fait
également de P. aeruginosa un agent infectieux pour les plantes (Walker et al., 2004) et les
animaux (Haenni et al, 2015). L’environnement de I'Homme n’est pas épargné, car
P. aeruginosa se développe facilement dans les canalisations, les siphons des éviers (Lashéras
et al., 2006). A partir de ces réservoirs, il colonise I'Homme et provoque des infections aigués
ou chroniques sur des terrains prédisposés, comme les malades dénutris, atteints de cancers
ou d'hémopathie qui suivent une corticothérapie au long cours, les patients brdlés,
polyopérés, polytransfusés et ceux soumis a de multiples manceuvres invasives qui sont
autant de portes d'entrée dans |'organisme. Ainsi, P. aeruginosa est une espéce souvent
acquise a I'hépital, impliquée dans 8,4 % des infections nosocomiales, ce qui la place
aujourd’hui en France au 3¢™¢ rang aprés Escherichia coli (26%) et Staphylococcus aureus (16%)
(INSERM, 2015). Moins fréquente dans les infections communautaires, P. aeruginosa est
toutefois a I'origine d’infections chez les insuffisants respiratoires chroniques comme ceux
atteints de mucoviscidose (CF, Cystic Fibrosis), chez qui la bactérie trouve un terrain de
développement propice (Davies 2002). Dans le poumon CF, malgré la carence en ions (fer,
zinc), la déshydratation du mucus, I'exposition a des espéces radicalaires de I'oxygéne et les
traitements antibiotiques, P. aeruginosa s’adapte par le biais d’une diversification
génotypique et phénotypique au cours du temps (Mahenthiralingam et al., 1996, Fothergill et
al., 2010). Au final, I'implantation de P. aeruginosa dans le poumon CF accéléere le déclin de la
fonction respiratoire et réduit I'espérance de vie de ces patients (Govan et al., 1986, Talwalkar
etal., 2016).

A I'heure actuelle, la seule stratégie thérapeutique pour lutter contre la colonisation/infection
a P. aeruginosa repose sur |'administration d'antibiotiques. Toutefois, |'arsenal thérapeutique
anti-pyocyanique se limite a un petit nombre de molécules souvent anciennes, notamment
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des aminosides (tobramycine, amikacine), des B-lactamines (ceftazidime, méropénéme,
aztréonam), des fluoroquinolones (ciprofloxacine, lévofloxacine) et la colistine. Malgré une
efficacité clinique certaine, et I'apparition de nouvelles molécules (céfidérocol) et nouvelles
associations de R-lactamines/inhibiteurs de R-lactamases, telles que ceftolozane/tazobactam
et ceftazidime/avibactam, l'antibiothérapie peut étre mise en echec par I'émergence de
mutants résistants (ECDC, 2018). Cette résistance peut étre imputée a (1) la production
d’enzymes inactivatrices d’antibiotiques (telles que la R-lactamase AmpC active sur les R-
lactamines) ou d’enzymes modificatrices (APH(3’)-1lb, active sur les aminosides), (2) la
modification de la cible des antibiotiques par mutation ou transformation chimique, (3) la
diminution de la perméabilité membranaire par perte de porines, ou (4) la surproduction de
systemes d’efflux actifs, des pompes qui permettent a la bactérie d’expulser dans le milieu
extracellulaire des molécules toxiques endogénes ou exogénes en utilisant la force proton-
motrice (Wright 2003) (Figure 1). A ces mécanismes d’origine intrinseque, il faut en plus tenir
compte du fait que la plupart des souches MDR (multi-drug resistant) (hors CF) ont acquis des
génes de résistance par transfert horizontal (Lerminiaux et al., 2019). En conséquence,
I'amélioration de la prise en charge anti-Pseudomonas reste un enjeu majeur surtout qu’a
I’échelle mondiale, cette bactérie a été placée par 'OMS comme pathogéne nécessitant de
maniere urgente la mise au point de nouveaux traitements (Tacconelli et al., 2018).

®
Decreased uptake

N

Inactivating
enzymes

R

Alternative enzyme

Figure 1 : Principaux mécanismes de résistance aux antibiotiques. D’aprés (Gullberg et al., 2011).

Dans ce contexte, la recherche de molécules actives pouvant aider a lutter contre les bactéries
en association avec les antibiotiques est vivement encouragée. De la méme fagon, identifier
celles dont I'action peut se révéler antagoniste a celle des antibiotiques semble également
tout a fait pertinent dans la mesure ou cela permet d’éviter des associations malheureuses.
Ainsi, I'équipe de bactériologie médicale de I'UMR Chrono-Environnement a récemment
montré que certains composés électrophiles (glyoxal, méthylglyoxal) étaient capables
d’activer la surproduction de la pompe d’efflux MexEF-OprN de P. aeruginosa et d’augmenter
la résistance aux antibiotiques substrats de cette pompe (fluoroquinolones, chloramphénicol,
triméthoprime) (Juarez et al., 2017). Les électrophiles ou RES (Reactive Electrophilic Species)
sont des molécules qui, en raison de leur déficience en électrons, montrent une forte affinité
pour des molécules pouvant leur en céder (nucléophiles). Les groupements chimiques avec un
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fort caractére électrophile (principalement les aldéhydes) sont capables de former des liaisons
avec des nucléophiles tels que I’ADN ou les protéines, génerant ainsi un lourd stress chez les
organismes vivants. Or, les huiles essentielles, dont la consommation échappe souvent a toute
prescription médicale, peuvent renfermer, parmi des dizaines de molécules actives, des
électrophiles. Dans ce travail, nous avons donc cherché a évaluer I'impact de ces produits
lorsqu’ils sont utilisés en combinaison avec des antibiotiques sur la bactérie P. aeruginosa et
ce, tout particulierement dans le contexte de la mucoviscidose. Pour avoir une interprétation
plus rigoureuse de nos résultats, nous avons étudié deux composés électrophiles majeurs
purifiés : le cinnamaldéhyde qui représente plus de 60% de la composition de I'huile
essentielle de cannelle et le citral, présent dans les mémes proportions dans I’huile essentielle
de citronnelle. Ces deux composés ont été choisis en fonction de leurs caracteres chimiques
différents (respectivement, un aldéhyde aromatique insaturé et un aldéhyde insaturé) et non
en raison de leur consommation répandue aupreés des patients. En effet, lors de l'initiation de
se projet de thése, il n’existait pas de données quantitatives et qualitatives sur la
consommation d’huiles essentielles. C’'est pourquoi, en parallele a nos expérimentations
menées sur ces deux composés, nous avons initié une étude locale aupres des patients CF
suivis au CHRU de Besangon dont les résultats seront détaillés dans la partie « résultats » de
ce manuscrit.

Dans ce document, nous commencerons par présenter, dans la synthése bibliographique, les
mécanismes de résistance modulables permettant a P. aeruginosa d’ajuster sa tolérance aux
antibiotiques (résistance induite transitoire). Nous constaterons a ce sujet que la modulation
des niveaux de production des systemes d’efflux est un formidable moyen que P. aeruginosa
peut déployer en réponse a divers stress (Poole et Fruci 2016). Nous ferons ensuite
I'inventaire des agents connus pour moduler I'activité des antibiotiques (Resistance Modifying
Agents) en inhibant ou activant des mécanismes de résistance. Puis, nous présenterons les
extraits d’huiles essentielles électrophiles avec lesquels nous avons travaillé (le
cinnamaldéhyde et le citral) ; cette synthése permettra de faire le point sur I'origine de leur
activité bactéricide et les mécanismes développés par les bactéries pour y résister. Nous
exposerons enfin nos résultats qui s’articuleront autour de trois thémes, faisant chacun I'objet
d’un article publié ou en cours de publication dans une revue internationale : (1) effet d’'un
aldéhyde phénolique, le cinnamaldéhyde, dans I'induction de la résistance aux antibiotiques
chez P. geruginosa, (2) caractérisation de mutants résistants au cinnamaldéhyde, (3) effet d’un
aldéhyde non-phénolique, le citral, sur la sensibilité de P. aeruginosa aux antibiotiques.
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2. Synthese bibliographique

Depuis I'introduction des antibiotiques en thérapeutique anti-infectieuse, les bactéries telles
que Pseudomonas aeruginosa ont développé des stratégies de résistance sophistiquées
conduisant a 'apparition de « superbugs » pratiquement résistantes a toutes les molécules
antibiotiques disponibles. Ces mécanismes de résistance sont largement étudiés, car ce sont
eux qui mettent en échec les traitements anti-infectieux.

2.1 Différents types de résistance

Lorsque I'on parle de résistance aux antibiotiques, on doit distinguer la résistance innée, dont
I'espece dispose naturellement pour résister a certains antibiotiques, de la résistance acquise
gui augmente le spectre et les niveaux de résistance par le biais de mutations ou I'acquisition
de matériel génétique venant d’autres bactéries. En plus, certains de ces mécanismes peuvent
étre ponctuellement sollicités ou suractivés lors d’un stress. C'est la résistance induite ou
adaptative, dont nous parlerons dans les prochains paragraphes (Figure 2).

2.1.1 Résistance innée

Comparé a d’autres pathogénes, P. ageruginosa est souvent plus difficile a éradiquer car
I'espéce posséde une résistance innée (ou naturelle) a un grand panel d’antibiotiques de la
famille des aminosides, des R-lactamines et des fluoroquinolones. Cette particularité est due
a la faible perméabilité de sa membrane externe qui limite I'entrée des antibiotiques dans la
cellule bactérienne (Hancock 1998) et qui permet le fonctionnement plus efficace d’autres
mécanismes de résistance naturelle tels que I'oxacillinase OXA-50 (Girlich et al., 2004), la
céphalosporinase AmpC (inactivatrice de B-lactamines) (Masuda et al., 1999) ou les systemes
d’efflux actifs (Li, Zhang, et Poole 2000) (Figure 2).

L'expression basale inductible de AmpC confére a I'espéce une insensibilité aux
céphalosporines de 1ére et de 2éme génération (C1G, C2G), a I'amoxicilline et au céfotaxime.
Toutefois, elle n’est pas suffisante pour permettre une protection efficace in vivo vis-a-vis de
molécules plus stables, mais elle peut étre considérablement augmentée chez des mutants
résistants de type ampR, ampD ou dacB (Kumari et al., 2014). L'enzyme, normalement
présente dans le périplasme, est parfois retrouvée dans les expectorations de patients CF,
supposant une protection des clones faiblement producteurs par les mutants surproducteurs
(Giwercman et al., 1992). P. aeruginosa possede également une enzyme modificatrice des
aminosides, I’APH(3’)-llb, qui lui permet de résister naturellement a la kanamycine, la
néomycine et la spectinomycine)(Hachler et al., 1996).

Enfin, parmi les 12 systemes d’efflux actif de la famille RND produits par P. aeruginosa, seuls
deux d’entre eux (MexAB-OprM et MexXY/OprM) contribuent a la résistance naturelle de la
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bactérie a plusieurs antibiotiques substrats de ces pompes. MexAB-OprM exporte en effet
plusieurs B-lactamines (a I'exception de I'imipénéme), la tétracycline, le chloramphénicol ou
encore la norfloxacine (Tableau 1). Ainsi, I'inactivation d’un des génes de I'opéron (mexA,
mexB ou oprM) provoque la diminution de 2- a 8-fois des CMI de ces antibiotiques (Li et al.,
1995). Concernant MexXY/OprM, [linactivation de son opéron, dont I'expression est
inductible, diminue entre autres la CMI des aminosides et du céfépime de 2- a 4-fois (Sobel et
al., 2003).

Ces mécanismes naturels, caractéristiques de I'espece P. aeruginosa, limitent le nombre de
molécules d’antibiotiques utilisables.

Intrinsic Resistance Acquired Resistance Adaptive Resistance
£ Overproduction o
No Entry Efffux Extended-Speetrum Induced by _illhlﬁlltl[!
B Less On Pumys | o Opid EfhPumps  Blictnass o Bindng | (amsen)
# :
#T Car f‘,_.‘.;.r,_ Car/Pen, | B Cepl/Pen.  CarACeph.Pen. PE;'I' i Flu/Ceph. .l"'(h'-:-gh’ln;

¥ B ! 1 #ef. -[ i, ZAn, vl Mac, 3 s I
oM ﬂ [ P = ™ glu-di_ﬂ._sd 1 1%5 = M%:r?iﬂ
Parins ‘T‘. i g%%% -

o o3
i

‘ : ,1\ LIS
¥

1"

*‘V —| Cepi.;Pen. %

&
M H | 4 / |
T ( (Mc:tAB-OprM R MRt
' Mexxv-opma  #7% 4
AmpC MexAB-OptM An:p(‘ MexCD-Opel b T
3 & MexXY-OprM/A | % MexEF-OpeN Plasmid :
2 ete. _ flu phoP/Q
5 4 1 A 4 A Fiu. ik
RS AT R T
e el Al /
1 L ' b meor h B OB s
. A parC/E 'T i
P T S S
ampC aprD Ii* Repressors i Targets LPS genes | Resulators,
[ I | | | largels
Basal Expression Mutation Mutation

Figure 2 : Différentes stratégies moléculaires capables de conférer de la résistance aux antibiotiques anti-Pseudomonas. (Ca :
Carbapénemes ; Ceph : Cephalosporines ; Pen : Penicillines ; Ami : Aminosides ; Flu : Fluoroquinolone ; Mac : Macrolides et Po :
Polymyxines). Sont présentés dans la partie haute de la figure (soulignés), les mécanismes intrinséques comme la structure
membranaire (ex : EPS, extracellular polymeric substance), OprD réduite, production basale de la f3-lactamase AmpC et
production basale de MexAB-OprM et MexXY/OprM : ils conférent une résistance basale, innée o plusieurs groupes
d’antibiotiques. La résistance acquise, par les changements mutationnels dans le gene OprD, dans les régulateurs
transcriptionels causant la surexpression des systemes d’efflux entraine une résistance plus élevée, sur un plus large spectre
d’antibiotiques. La résistance plasmidique est trés importante par la diversité des génes de résistance pouvant étre échangés
entre bactéries. La résistance aux polymyxines (consécutive a des transferts de génes ou a des mutations) survient suite a des
modifications des LPS (lipopolysaccharides) qui empéchent la liaison des antibiotiques a la membrane. La résistance
adaptative se produit principalement en présence d'antibiotiques. C’est une résistance transitoire et réversible qui disparait
lorsque I'antibiotique disparait. Les étoiles représentent les antibiotiques et les lignes pointillées/ondulées représentent les
niveaux de transcription de chaque produit génique. CM, membrane cytoplasmique ; OM, membrane externe. D’apres
(Moradali et al., 2017).
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Tableau 1 : Substrats et régulateurs des différentes pompes d’efflux de P. aeruginosa (en grisé, celles jouant un réle dans la
résistance aux antibiotiques des souches cliniques).

Systemes d’efflux

Régulateurs

Substrats

MexAB-OprM mexR, nalD, nalC/armR, | acriflavine, acridine orange, R-lactamines y compris les
rocS1/2-A2, brIR, mexT, | carbapénémes (sauf I'imipénéme), macrolides,
cpbxR, PA3225, cpxR, | (fluoro)quinolones, novobiocine, solvants organiques
mdrR1/mdrR2, ampR ; | (hexane, xyléne et toluéne), sulfonamides,
amgR/amg$S tétracyclines, tigécycline, triclosan, inhibiteur LpxC

(CHIR-090), chloramphénicol, colistine (biofilm),
cérulénine, cristal violet, bromure d’éthidium, indole,
pacidamycine, pseudopaline, inhibiteurs et molécules
du quorum sensing, resvératrol, sodium dodecyl
sulfate (SDS), thiolactomycine, triméthoprime.

MexCD-Opr) nfxB, esrC, algU, vgsM, | azithromycine, eftobiprole, inhibiteur LpxC (CHIR-
PA2572 090), chloramphénicol, colistine (en biofilm),

chlorexidine, céfépime, fluororoquinolones, inhibiteur
des topoisomérases de type 2 bactériennes
(NBTI5463), dérivés N-chloramine, solvants
organiques (hexane, xylene), pacidamycine,
ammoniums quaternaires, quinolones, tétracyclines,
tigécycline, triclosan.

MexEF-OprN mexT, mexS,  mvaT, | inhibiteur LpxC (CHIR-090), chloramphénicol, diamide,
ampR, briR, parRS, mxtR, | (fluoro)quinolones, 4-hydroxy-2-heptyl quinoline,
nmoR, PA24489, | tétracyclines, triméthoprime, triclosan.
cmrA/PA2048

MexXY/OprM mexZ, armZ, amgRS, | acriflavine, aminosides, ceftobiprol, bromure
parRS, suhB, rplU, romA, | d’éthidium, céfépime, fluoroquinolones, peptide
PA2572, PA2573 inhibiteur de déformylase (LBM415), macrolides,

tétracyclines, tigécycline.

MexGHI-OpmD soxR acriflavine, bromure d’éthidum, fluoroquinolones,
tétracyclines, tétraphénylphosphonium, inhibiteurs et
molécules du quorum sensing, Va**, 5-
methylphenazine-1-carboxylate.

MexJK/OprM mexL érythromycine, tétracyclines, triclosan.

MexMN/OprM chloramphénicol, thiamphénicol, thiolactomycine.

MexPQ-OpmE inconnus macrolides, fluoroquinolones.

MexVW/OprMm inconnus acriflavine, chloramphénicol, bromure d’éthidium,
érythromycine, fluoroquinolones, quinolones,
tétracyclines.

MuxABC-OpmB inconnus aztréonam, colistine, macrolides.

CzcCBA czcRS, copRS Cd?, Zn?.

TriABC-OpmH inconnus triclosan.
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2.1.2 Résistance acquise
La résistance acquise augmente le spectre et/ou le niveau de résistance des souches de
P. aeruginosa consécutivement a des mutations ou a I'acquisition de genes via des transferts
horizontaux a partir d’autres bactéries.

Les mutations affectent soit I'expression des génes de résistance, soit I'activité de leurs
produits, rendant les antibiotiques moins efficaces, voire inutilisables. Ces mutations, selon
les genes dans lesquels elles surviennent, touchent une ou plusieurs familles d’antibiotiques.
Par exemple, elles provoquent : la résistance aux 3-lactamines par la surexpression de AmpC
(Juan et al., 2005),aux carbapénéemes par la perte de la porine OprD (Quale et al., 2006), aux
fluoroquinolones par la modification des ADN topoisomérases, cibles de ces antibiotiques
(Jalal et al., 2000) et a I'ensemble de ces familles d’antibiotiques par la surexpression des
pompes d’efflux de la famille RND (Li, Plésiat, et Nikaido 2015). Aujourd’hui, on ne cesse
d’identifier de nouvelles mutations, et ceci, dans des genes n’ayant pas toujours de lien
évident avec la résistance aux antibiotiques. Par exemple, le résistome de P. aeruginosa aux
aminosides implique prés de 243 genes dont les fonctions sont aussi différentes que, le
métabolisme énergétique, la réplication et la réparation de I’ADN, la biosynthése du LPS, la
synthése protéique... (EI'Garch et al., 2007, Sanz-Garcia et al., 2019). Ces mutations,
généralement sélectionnées par la pression antibiotique, conférent des niveaux de résistance
variables : par exemple, une augmentation des CMI de 4- a 16-fois pour la kanamycine
(EI'Garch et al., 2007). Elles peuvent s’accumuler au cours du temps, en particulier lors de la
colonisation chronique chez les patients atteints de mucoviscidose (Lopez-Causapé et al.,
2018).

En plus, certaines souches sont capables d’acquérir des génes de résistance par transfert
horizontal via des plasmides, transposons, ICEs (Integrative and Conjugative Elements)
ou prophages, acquis par conjugaison, transformation ou transduction. Ainsi, les enzymes
modificatrices des aminosides, capables de transférer des groupements acétyls (AAC,
aminoglycoside acetyltransferase), phosphates (APH aminoglycoside phosphoryltransferase)
ou nucléotidyls (ANT, aminoglycoside nucleotidyltransferase) sur les fonctions amines ou
hydroxyles de ces antibiotiques sont codées par des éléments génétiques mobiles, expliquant
le fait que ces enzymes aient diffusé dans de nombreuses souches (Poole 2005). Il en est de
méme avec les B-lactamases a spectre élargi (ESBL, extended-spectrum f3-lactamases) décrites
en premier lieu chez les entérobactéries mais qui, par leur capacité de propagation inter-
espéces, ont concouru a I'émergence de nouvelles résistances chez P. aeruginosa (Kung et al.,
2010). Enfin, des enzymes inactivatrices des carbapénémes, antibiotiques réservés aux
infections séveres, émergent de facon croissante parmi les souches cliniques, qu’il s’agisse de
carbapénémases a sérine active (GES, KPC...) dont la diffusion est facilitée par un portage
plasmidique, ou de métallo-enzymes (MBL, metallo-f3-lactamases IMP, VIM...) dont les génes
sont localisés principalement dans des intégrons (Queenan et al., 2007). Les souches isolées
dans le contexte de la mucoviscidose semblent échapper a cette résistance acquise par
transferts et évoluent par des mutations chromosomiques (Winstanley et al., 2016).

Au final, la résistance acquise fait émerger des souches multi-résistantes, responsables d’une
surmorbidité chez les patients hospitalisés, une augmentation significative de la durée
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d’hospitalisation, de la durée de ventilation mécanique pour les malades en réanimation, et
du co(t des soins (Shorr 2009).

2.1.3 Résistance induite

L'extraordinaire capacité de P. aeruginosa a s’adapter aux variations de son environnement
(pH, anaérobiose), aux stress (y compris a I’'exposition aux antibiotiques), aux variations des
ressources nutritionnelles (sources de carbone) et aux activités des communautés
microbiennes (biofilms), conduit parfois au développement d’une résistance adaptative (ou
induite) aux antibiotiques. L’exposition a des facteurs déclencheurs module I'expression de
certains génes chromosomiques et induit une résistance. Une caractéristique importante de
la résistance adaptative est son caractéere transitoire, la bactérie retournant a un état sauvage
de sensibilité une fois I'inducteur disparu. Cet état de fait peut expliquer pourquoi les résultats
des analyses effectuées in vitro ne concordent pas toujours avec |'efficacité thérapeutique
(Fick et al., 1989). C’est tout particulierement le cas, lorsque P. aeruginosa se développe en
biofilm chez les patients atteints de mucoviscidose ou chez les malades ventilés. Ce
phénoméne bien que connu depuis plusieurs décennies (Barber et al., 1966), commence a
étre pris en compte dans I'analyse des situations cliniques. Les mécanismes impliqués dans la
résistance adaptative sont présentés dans les paragraphes suivants.

2.2 Agents inducteurs de résistance

Divers stress peuvent avoir un impact indirect sur la résistance aux antibactériens. Nous
sommes donc ici dans un jeu a trois: un facteur exogene, la bactérie elle-méme et
I'antibiotique. Dans certains cas, toutefois, I'inducteur est 'antibiotique lui-méme (ou les
métabolites générés par les effets de I'antibiotique), réduisant le nombre d’acteurs a deux.

Pour détecter des stress d’origine endogéne ou exogéne, les bactéries possédent des
biosenseurs moléculaires complexes (systemes a deux composants, chimiorécepteurs et
autres protéines membranaires de signalisation, Figure 3). Ces biosenseurs assurent la
transduction du signal dans la cellule et déclenchent une réponse physiologique adaptée,
permettant a la bactérie de mieux résiter au stress. Cette adaptation peut se traduire par un
arrét de la croissance, une perte de mobilité, la formation de biofilm, la surproduction
d’alginate, la mucoidie, la modification des lipopolysaccharides ou/et la résistance aux
antibiotiques. Parfois, des antibiotiques différents activent les mémes genes de réponse au
stress. C'est le cas de la tobramycine et de la ciprofloxacine qui activent chez P. aeruginosa la
formation du biofilm, la production de systemes d’efflux, de molécules du quorum sensing, de
protéines de type heat shock et de protéines de réponse a |I’"hypoxie et au choc osmotique
(Stewart et al., 2015).
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Figure 3 : Représentation schématique des principaux systémes de signalisation transmembranaires chez les bactéries.
D’apres (Jung et al., 2018). Les chimiosenseurs (a gauche) sont généralement composés d’un domaine périplasmique de liaison
au ligand et d’un domaine cytoplasmique de transduction du signal. Ils peuvent induire la transcription de génes mais aussi
provoquer le changement du sens de rotation des flagelles (CCW counter clockwise / CW clockwise). Les systémes a deux
composants (au centre) sont formés d’un senseur (histidine kinase, HK) intégré dans la membrane, qui s’auto-phosphoryle en
réponse a un stimulus, puis transfére son groupement phosphate au régulateur de réponse (RR) cytoplasmique. Par exemple,
le TCS ParRS (composé du senseur ParS et du régulateur ParR) permet I’activation d’au moins 3 mécanismes de résistance aux
antibiotiques (Muller et al., 2011). Enfin, les facteurs sigma cytoplasmiques (a droite) se détachent de leur facteur anti-sigma
lorsqu’ils pergoivent un stimulus. Par exemple, le facteur sigma AlgU se libére de sa liaison avec le facteur anti-sigma MucA
en présence de lipides, induisant la biosynthese d’alginate responsable du phénotype mucoide (Li et al., 2020).

2.2.1 Résistance induite non-liée aux systemes d’efflux

Les mécanismes de résistance préalablement évoqués peuvent donc étre sollicités et accroitre
la résistance aux antibiotiques en présence de molécules dites « inductrices ».

Chez P. aeruginosa comme chez les entérobactéries du groupe lll, I'expression de la 13-
lactamase naturelle AmpC peut étre stimulée lorsque les bactéries sont cultivées en présence
de certaines R-lactamines (céfoxitine, imipéneme, ampicilline...) (Hanson et al., 1999). La
perturbation du recyclage du peptidoglycane par les R-lactamines (Moya et al., 2009)
provoque l'accumulation périplasmique puis cytoplasmique de produits de dégradation
(mucopeptides) qui, en se fixant au régulateur AmpR, le transforment en activateur et
induisent I'expression du gene de la B-lactamase AmpC (Lister et al., 2009).

En réduisant sa perméabilité membranaire, P. geruginosa peut également augmenter sa
résistance a certaines molécules antibactériennes (Blair et al., 2015). L'exemple le plus connu
est celui de la porine OprD, la porte d’entrée spécifique des carbapénémes dans la cellule
bactérienne : sa sous-expression ou sa suppression sous |'effet de mutations accroit la CMI de
ces antibiotiques de 4 a 8 fois en moyenne (Pirnay et al., 2002). Cela concerne également les
agents polycationiques tels que les polymyxines et les peptides antimicrobiens, qui
interagissent directement avec les charges négatives du LPS (Lambert 2002) et provoquent
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une déstructuration de la membrane externe favorable a leur entrée dans le périplasme.
Plusieurs études ont montré qu’une carence en magnésium du milieu environnant est
associée a une résistance plus élevée a ces inhibiteurs (Kenward et al., 1979). Dans ce cas,
I'activation des systéemes a deux composants PhoPQ et PmrAB, induit I'expression de I'opéron
arnBCADTEF qui code pour des enzymes capables de greffer des molécules de 4-amino-4-
désoxy-L-arabinose sur les résidus phosphates du lipide A, ce qui modifie la charge du LPS et
diminue I'entrée des polymyxines et des peptides antimicrobiens (Moskowitz et al., 2004)
(Figure 4).
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Figure 4 : Représentation schématique de I'action de la colistine sur la paroi bactérienne. La colistine chargée positivement
interagit avec les charges négatives du LPS (a gauche). L’ajout de 4-amino-4-désoxy-L-arabinose (L-Ara4N) sous le contréle de
I"'opéron arnBCADTEF modifie la charge du LPS, empéchant I'interaction de la colistine avec la surface bactérienne (a droite).
pEtN : phosphoéthanolamine ; KDO : 2-ceto-3-désoxyoctonate (Dortet et al., 2016).

De plus, il a été rapporté que chez certains patients CF, les souches peuvent sécréter de
I'alginate, un polysaccharide qui contribue a diminuer leur sensibilité aux aminosides (Lambert
2002). La biosynthése de l'alginate est activée dans les poumons des patients CF
consécutivement a des mutations dans mucA (Damron et al., 2012). Elle implique des voies de
régulation complexes faisant intervenir des systémes a deux composants tels que FimS/AlgR,
impliqués également dans la régulation de la mobilité, et KinB/AlgB (Ma et al., 1997). Dans ce
contexte, il a été montré que des concentrations sub-inhibitrices d’imipénéme (1ug/mL)
peuvent augmenter jusqu’a 15 fois I'expression de I'opéron alg (responsable de la production
d’alginate) lorsque P. aeruginosa est cultivé en biofilm ; toutefois, dans cette étude, la
résistance aux aminosides n’as pas été évaluée (Bagge et al., 2004).

Enfin, dans la mucoviscidose comme dans d’autres situations chroniques, le passage du mode
de vie planctonique au biofilm est connu pour conférer un niveau de résistance
supplémentaire a P. aeruginosa car non seulement le biofilm ralentit la progression des
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antibiotiques mais en plus, il contient des bactéries métaboliquement peu actives (Mah et al.,
2001). Ainsi, le biofilm peut augmenter la résistance aux antibiotiques parfois d’un facteur
1000 comme cela a pu étre observé pour la tobramycine (Mah et al., 2001). L'initiation de la
formation du biofilm est principalement dépendante du quorum sensing, des senseurs RetS,
LadS et du systéeme a deux composants GacS/GacA (Mikkelsen et al., 2011, Moradali et al.,
2017). Chez P. aeruginosa, les inducteurs naturels mis en jeu sont les molécules
autoinductrices du quorum sensing, tels que la N-(3-oxododecanoyl)-L-homoserine lactone (3-
0x0-C12-HSL) et la N-butanoyl-L-homoserine lactone (C4-HSL) (Rasamiravaka et al., 2015). En
plus de cette induction naturelle, des travaux ont montré que le biofilm pouvait étre
également induit par des antiseptiques comme la chlorhexidine ou par certains antibiotiques
comme I'amoxicilline, I'aztréonam ou la ciprofloxacine, utilisés a des concentrations sub-
inhibitrices (Aka et al., 2015). Il a été également rapporté qu’au sein des biofilms, '’ADN
extracellulaire issu de la lyse des bactéries et participant a la structure du biofilm, pouvait, en
plus, induire de la résistance. En effet, 'ADN extracellulaire chélate les cations Mg?* qui
stabilisent le LPS des bactéries encore vivantes. Cet environnement pauvre en cations favorise
I’expression des voies PhoPQ et PmrAB, conduisant a une résistance des bactéries aux
aminosides et aux peptides antimicrobiens cationiques (Mulcahy et al., 2008).

2.2.2 Reésistance induite liée aux systemes d’efflux

Les systéemes d’efflux sont produits par de nombreuses cellules de tous les régnes du vivant.
Ce sont des machineries protéiques transmembranaires permettant I’export actif, moyennant
une fourniture énergétique, d’un large panel de composés du milieu intracellulaire vers le
milieu extracellulaire (Figure 5). Chez les bactéries, plusieurs familles de systemes d’efflux ont
été décrites en fonction de leur structure et de leur source d’énergie. Ainsi, les pompes des
familles RND (Resistance Nodulation cell Division), MFS (Major Facilitator Superfamily), SMR
(Small Multidrug Resistance) utilisent un gradient de protons, alors que celles des familles
MATE (Multidrug And compound Toxic Extrusion) et ABC (ATP-Binding Cassette) utilisent
respectivement un gradient d’ions sodium et I’ATP (Li, Plésiat, et Nikaido 2015). Ici, nous nous
intéresserons a la famille RND dont les membres peuvent avoir pour substrats des molécules
antibiotiques, réduisant ainsi leur accumulation intracellulaire et par conséquent leur
interaction avec leur cible cellulaire (Tableau 1). Les systémes de cette famille sont composés
de trois protéines: une protéine de membrane externe, un transporteur inséré dans la
membrane plasmique et enfin une protéine périplasmique de liaison. Ces protéines sont
codées par des génes organisés en opérons dont I'expression est régulée par des génes
répresseurs ou activateurs selon le cas.

Chez P. aeruginosa, on dénombre 12 systéemes d’efflux RND (Stover et al., 2000) mais
seulement 4 d’entre eux ont un intérét clinique car ils sont capables de diminuer la sensibilité
des souches aux antibiotiques ; il s’agit des pompes MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN
et MexXY/OprM.
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Figure 5 : Structure des systéemes d’efflux des familles RND (Resistance Nodulation cell Division), MFS (Major Facilitator
Superfamily), SMR (Small Multidrug Resistance), MATE (Multidrug And compound Toxic Extrusion) et ABC (ATP-Binding
Cassette). Le modele appartenant a la famille RND est celui de AcrAB-TolC de E. coli, un systéme homologue a MexAB-OprM
de P. aeruginosa. D’aprés (Du et al., 2018).

La mise en évidence d’une relation entre la surproduction d’'un systeme d’efflux et la
résistance aux antibiotiques passe par la caractérisation de mutants qui surproduisent de
facon stable ce systeme, consécutivement a divers événements génétiques. Néanmoins, les
systemes d’efflux peuvent étre surproduits de maniére fugace par les bactéries, en général
sous lI'effet d’un stress, sans que le code génétique ni la descendance ne soient affectés. Les
conditions dans lesquelles survient cette activation et lI'impact qu’elle peut avoir sur
I'efficacité thérapeutique des antibiotiques est plus difficile a évaluer. Dans les prochains
paragraphes, nous détaillerons les facteurs susceptibles d’activer les 4 systemes d’efflux cités
plus haut et d’élever la résistance aux antibiotiques. Paradoxalement, les mécanismes d’efflux,
décrits comme systémes clés de la résistance aux antibiotiques chez P. aeruginosa, sont peu
induits par les antibiotiques. Ce constat suggere que le réle physiologique des pompes d’efflux
n’est pas I'export des antibiotiques, mais la réponse a d’autres stress.

Enfin, méme si elles ne seront pas traitées ici, d’autres pompes sont utilisées par P. aeruginosa
pour s’adapter a des environnements stressants. C’'est le cas par exemple de MexGHI-OpmD
dont I'expression est induite par SoxR, un activateur transcriptionnel sensible au stress
oxydant (Palma et al., 2005). Toutefois, leur role dans la résistance aux antibiotiques n’est pas
connu.
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2.2.2.1 MexAB-OprM

Présentation générale

Le systeme MexAB-OprM est le premier a avoir été caractérisé chez P. aeruginosa (Poole et
al., 1993). Il est principalement décrit comme responsable de I'efflux de B-lactamines et des
(fluoro)quinolones méme s'il peut prendre en charge diverses autres molécules, antibiotiques
ou non (Tableau 1). Contrairement a d’autres systémes, il participe a la résistance naturelle
de P. aeruginosa aux antibiotiques car il est exprimé a un niveau basal chez les souches
sauvages. En conséquence, son inactivation conduit a une augmentation de la sensibilité aux
antibiotiques, les CMI de Ia ticarcilline et de I'aztréonam passant respectivement de 16 et 4
ug/mL a 8 et 0,25 pg/mL (Li, Plésiat, et Nikaido 2015). Régulé par plus de 10 génes (Figure 6),
I’'opéron mexAB-oprM est principalement contrélé par le répresseur local MexR, dont le gene
est situé juste en amont. Ce répresseur de la famille MarR se fixe sous forme d’homodimeére
sur deux régions répétées inversées de la région intergénique mexR-mexA, au niveau du
promoteur distal de mexAB-oprM, réprimant a la fois la transcription de I'opéron et sa propre
expression (Evans et al., 2001). L’activité de MexR est elle-méme modulée par une autre
protéine, ArmR (Antirepressor for MexR), dont le géne organisé en opéron avec PA3720 (de
fonction inconnue) est naturellement réprimé par le répresseur de la famille TetR, NalC.
Lorsqu’elle est produite, la protéine ArmR se fixe dans une cavité hydrophobe au sein du
dimere MexR compromettant ainsi sa liaison a I’ADN (Cao et al., 2004). Le troisieme régulateur
controlant la transcription de mexAB-oprM est également un répresseur, nommé NalD (Sobel
et al., 2005). Ce membre de la famille TetR exerce son action en se fixant sur la région
intergénique mexR-mexA au niveau du second promoteur de mexAB-oprM (promoteur
proximal), localisé en aval de celui controlé par MexR (Morita et al.,, 2006). Dans les souches
cliniques, il n’est pas rare de constater I'apparition de mutations dans un ou plusieurs de ces
trois génes répresseurs : mexR (mutants NalB) (Llanes et al., 2004), nalC (mutants NalC) (Sobel
et al., 2005), et nalD (mutants NalD) (Horna et al., 2018), ce qui provoque la surproduction de
la pompe MexAB-OprM et une augmentation de la résistance aux antibiotiques substrats
(entre 4 et 8-fois supérieure a celle d’une souche sauvage).

D’autres genes régulateurs ont été identifiés mais leur action est indirecte ou s’exerce dans
des conditions particulieres. Ainsi, lorsque I'activateur transcriptionnel MexT surexprime
I'opéron d’efflux mexEF-oprN chez les mutants nfxC (paragraphe 2.2.2.3), il réprime en méme
temps I'expression de MexAB-OprM médiée par le C4-HSL du quorum sensing (Maseda et al.,
2004) ; ce phénomene a pu étre observé chez des mutants nfxC cliniques (Llanes et al., 2011).

Le senseur RocS2 transmet des signaux au régulateur de réponse RocA2, conduisant a la
répression de MexAB-OprM dans un modeéle de culture en biofilm in vitro (Sivaneson et al.,
2011), PA3225 inhibe de maniére indirecte I'activité de mexAB-oprM (Hall et al., 2017), alors
gue AmpR (Balasubramanian et al., 2012) et le systeme a deux composants AmgR/AmgS (Fruci
et al., 2018) I'activent indirectement. Enfin, dans des conditions de biofilm, CpxR (Tian et al.,
2016) et BIrR (Liao et al., 2013) activent mexAB-oprM.
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Figure 6 : Régulation de I'opéron mexAB-oprM (en orange, les répresseurs et en vert, les activateurs). MexR est le répresseur
local de mexAB-oprM ; il peut étre séquestré par ArmR dont I'effet semble étre augmenté par la protéine PA3720. NalC est le
répresseur de I'opéron PA3720-armR. NalD est un répresseur de mexAB-oprM. Les produits des génes mexT, rocS2 et rocA2
en association, PA3225 inhibent de maniére indirecte I'activité de mexAB-oprM, alors que AmpR et AmgR/AmgS I'activent
indirectement. Enfin dans des conditions de biofilm CpxR, BIrR et MdrR1/MdrR2 activent mexAB-oprM méme en présence de
MexR. En clinique, les mutants sont principalement de type nalB (mutés dans mexR), nalC ou nalD (mutés dans nalC ou nalD).
Les protéines dont le fond est plus foncé sont celles qui sont modulables par des stress. D’apreés (Fruci et Poole 2018; Hall,
Zhang, et Mah 2017; Li, Plésiat, et Nikaido 2015; Tian et al., 2016; Heacock-Kang et al., 2018)

Induction de MexAB-OprM

L'expression constitutive de MexAB-OprM chez les souches sauvages est probablement due
au fait que cette pompe majeure permet a P. aeruginosa de s’adapter a des environnements
tres différents. En effet, celle-ci possede de nombreux substrats non-antibiotiques tels que
des colorants organiques (acridine orange, cristal violet, bromure d’éthidum), des détergents
(triclosan), des sels biliaires (Li et Plésiat 2016), des composés volatils provenant des plantes
comme I'huile essentielle de I'arbre a thé (Papadopoulos et al., 2008) ou encore des
métallophores (pseudopaline) (Gomez et al., 2021). La molécule du quorum sensing 3-oxo-
C12 HSL a méme été suspectée d’étre substrat de la pompe (Pearson et al., 1995) au vu de sa
faible concentration chez les mutants surproducteurs, mais des travaux récents ont montré
gue cela était dii au manque de disponibilité d’un précurseur, I'octanoate, en raison d’une
altération du métabolisme des acides gras (Alcalde-Rico et al., 2020).

Différents stress sont capables de provoquer la surproduction de MexAB-OprM. Par exemple,
il est établi que les ROS (reactive oxygene species) peuvent, via I'oxydation du répresseur
MexR (Evans et al., 2001), induire une légére surexpression (2-fois) de I'opéron mexAB-oprivi
(Chen et al., 2008). Comme tous les répresseurs de la famille MarR, la protéine MexR doit
s’Thomodimériser pour interagir avec sa séquence ADN cible (Martin et al., 1995). Cependant,
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en situation de stress oxydant (H.02, hydroperoxyde de cuméne ou disulfure de gluthation),
la dimérisation de MexR n’est plus possible, ce qui empéche sa fixation au promoteur de
mexAB-oprM et déréprime son expression (Chen et al., 2008). D’autres molécules comme les
chlorophénols ou pentachlorophénols peuvent augmenter la production de MexAB-OprM via
la séquestration de I'anti-répresseur NalC (Starr et al., 2012). Le mécanisme par lequel NalC
est séquestré n’a pas encore été élucidé mais des expériences de retard sur gel montrent
gu’une concentration de 50 uM de pentachlorophénol permet d’empécher la fixation de NalC
sur la séquence intergénique nalC-PA3720 (Starr et al., 2012). Notons que les chlorophénols
induisent un stress oxydatif, potentiellement activateur de MexAB-OprM (McLamore et al.,
2010).

Certains antibiotiques peuvent également induire I'expression de mexAB-oprM. Par exemple,
des expériences de gel shift ont montré que la novobiocine (une aminocoumarine) provoquait
la dissociation du répresseur NalD de son site de fixation en amont de I'opéron d’efflux (Chen
et al., 2016). De facon indirecte, un traitement a la paromomycine augmente |'expression
jusqu’a 4 fois de I'opéron PA3720-armR ; ArmR étant un activateur indirect de mexAB-oprii,
sa production provoque une surexpression modeste de I'opéron d’efflux de I'ordre de 2-fois.
Néanmoins, et de facon inexpliquée, cette induction persiste chez des mutants portant un
géne armR inactivé, suggérant |'existence d’autres voies d’induction (Fruci et al., 2018). Par
contre, I'induction disparait lorsque I'on inactive le systeme a deux composants AmgRS. Ce
systeme, connu pour étre déclenché par le stress membranaire provoqué par les aminosides
(Mingeot-Leclercq et al., 1999), permet la surexpression de mexAB-oprM par la fixation
d’AmgR sur le promoteur de mexAB-oprM. D’ailleurs, le diamide, un composé capable
d’oxyder les groupements thiols des protéines et provoquant leur accumulation dans le
périplasme, semble avoir le méme effet inducteur que celui de AmgRS. Bien que la cascade de
régulation soit encore incompletement élucidée, ces exemples montrent que MexAB-OprM
participe au moins partiellement a la réponse au stress de I'enveloppe provoqué par des
molécules antibiotiques ou non-antibiotiques (Fruci et al., 2018). Toutefois, dans ces travaux,
nous n’avons pas d’information sur I'’éventuelle résistance aux substrats de MexAB-OprM qui
pourrait en découler.

Tres récemment, Laborda et ses collaborateurs ont criblé le pouvoir inducteur de 1243
composés naturels sur la pompe d’efflux MexAB-OprM a l'aide d’une construction
luminescente : deux molécules possédant des noyaux aromatiques (le 4-chloroindole et une
coumarine-like: le 2-butyl-2,3-dihydro-1H-naphtol[2’,3’ :4,5]furo[2,3-f][1,3]benzoxazine-
7,12-dione) ont montré le plus fort pouvoir inducteur sur I'opéron d’efflux (x2 et x2,8,
respectivement), conduisant a une augmentation de la CMI de I'aztréonam de 2-fois (Laborda
et al., 2021). Chez une autre espéce de Pseudomonas, P. syringae, ce sont les flavonoides
comme le butyl- ou le methylparabéne (des composés phénoliques également), qui induisent
MexAB-OprM en empéchant la fonction répressive de PmeR, I’équivalent de MexR chez cette
espéce (Vargas et al., 2011).

L'induction de la pompe majeure MexAB-OprM n’est pas une spécificité de Pseudomonas.
Chez les entérobactéries, le systéme AcrAB-TolC (I’homologue de MexAB-OprM,
essentiellement régulé par des activateurs transcriptionnels), est également sollicité de fagon
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transitoire en présence d’inducteurs. Par exemple, chez Enterobacter asburiae et
Enterobacter cloacae, 'activation de cette pompe par le stress oxydant est dépendante du
régulateur SoxR, comme le montre un mutant soxR de transposition ; toutefois, les auteurs de
I’étude ne précisent pas si cette activation induit une résistance aux antibiotiques (Telke et al.,
2017). Chez E. coli, I'utilisation de mutants inactivés a montré que I'induction de AcrAB-TolC
faisait partie de la réponse au stress global et qu’elle mettait en jeu des activateurs différents :
Rob devient actif en présence d’acides gras (décanoate) ou de sels biliaires ; les activateurs
SoxS et MarA sont déréprimés respectivement en situation de stress oxydatif et en présence
de salicylate (Rosenberg et al., 2003) ; et enfin, I'activateur RamA est surexprimé en présence
d’indole, une molécules du quorum-sensing (Hirakawa et al., 2005).

2.2.2.2 MexCD-Opr)

Présentation générale

MexCD-OprJ n’est que tres peu exprimé chez les souches sauvages et son activation n’affecte
pas le profil de résistance aux antibiotiques (Srikumar et al, 1997). Néanmoins sa
surexpression entraine la diminution de la sensibilité de P. aeruginosa au chloramphénicol et
aux quinolones (Tableau 1). En clinique, les mutants surproducteurs sont souvent inactivés
dans nfxB, le géne répresseur local en amont de I'opéron (Poole et al., 1996) (Figure 7).

A partir de mutants obtenus en laboratoire, il a été montré que d’autres genes pouvaient
réguler mexCD-opr). C'est le cas de esrC dont la délétion n’induit pas d’augmentation
d’expression de mexCD-oprJ, sauf en cas de stress membranaire (jusqu’a 10 fois). C’est
également le cas du géne PA2572 dont l'inactivation induit une faible surexpression de
MexCD-Opr] (4 fois) (McLaughlin et al., 2012). Le géne vgsM, lequel code un activateur global
du quorum sensing et de la virulence, module également de fagon indirecte MexCD-OprJ. Sa
délétion induit la surexpression de MexCD-OprJ (Liang et al., 2014).
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Figure 7 : Régulation de I'opéron mexCD-OprlJ (en orange, les répresseurs et en vert, les activateurs). NfxB est le répresseur
local de mexCD-opr). EsrC et PA2572 sont des répresseurs de mexCD-Oprl. AlgU active directement mexCD-opr), alors que
Vgsm, en activant la transcription du répresseur NfxB, a une action indirecte sur I'opéron d’efflux. Les protéines dont le fond
est plus foncé sont celles qui sont inductibles par des stress. D’aprés (McLaughlin et al., 2012, Liang et al., 2014, Liet al., 2015,
Purssell et al., 2015).
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Induction de MexCD-OprJ

MexCD-OprJ participe au potentiel adaptatif de P. aeruginosa lors de perturbations
membranaires par des molécules telles que le chlorure de tétraphénylphosphonium, le
bromure d’éthidum, la rhodamine ou des antiseptiques a large spectre comme la
chlorhexidine (Morita et al., 2003). Dans ce cas, la surproduction de I'opéron mexCD-opr)
dépend du facteur sigma AlgU, un régulateur-clé de la réponse au stress de I'enveloppe chez
P. aeruginosa (Fraud et al., 2008).

Parmi les molécules naturelles potentiellement inductrices de MexCD-OprlJ, ont été identifiés
un benzodioxane (le 4-(2,3-dihydro-1,4-benzodioxine-6-yl)-1-butanamine) et une coumarine
(le 5-([benzyl(méthyl)amino]méthyl)-6-hydroxy-2-(4-méthoxyphenyl)-4H-chroméne-4-one),
capables d’augmenter I'expression de I'opéron d’efflux respectivement de 7,6 et 11 fois
(Laborda et al., 2021) .

2.2.2.3 MexEF-OprN

Présentation générale

Tout comme MexCD-Opr), MexF-OprN est faiblement produit dans les souches sauvages
(Kohler et al., 1997). C’est la surproduction stable de cette pompe qui permet la résistance
au chloramphénicol, au cotrimoxazole et aux fluoroquinolones (Tableau 1), mais aussi et de
facon indirecte aux carbapénemes, car MexT, I'activateur de MexEF-OprN, est également le
répresseur du géne codant la porine OprD, porte d’entrée majeure de ces antibiotiques dans
la bactérie (Ochs et al., 1999). Dans les souches cliniques, la surexpression de MexEF-OprN
repose essentiellement sur l'inactivation du géne mexS, dont le produit est une probable
oxydo-réductase ; le(s) substrat(s) supposé(s) toxique(s) de MexS s’accumule(nt) dans le
cytoplasme ce qui entrainerait la tétramérisation de MexT et donc son activation (Richardot
et al., 2016). Plus rarement, des mutations dans le géne mexT ont été identifiées dans les
souches cliniques, conduisant a I'auto-activation de MexT (Juarez et al., 2018) (Figure 8).

D’autres génes sont également impliqués dans la régulation de MexEF-OprN, méme si leur
role est moins évident chez les mutants surproducteurs identifiés dans les souches cliniques.
Certains ont un réle de répresseur : mvaT qui code une protéine de la famille H-NS (histone-
like nucleoid structuring family) et dont I'inactivation conduit a la surexpression (jusqu‘a 6 fois)
de mexEF-oprN (Westfall et al., 2006), ampR un gene de régulation globale dont I'inactivation
affecte plus de 500 genes et induit I’expression de mexEF-oprN (Balasubramanian et al., 2012),
le géne senseur mxtR qui régule la production des molécules du PQS (Pseudomonas quinolone
signal) en réprimant le régulateur MexT et dont I'inactivation conduit a la surproduction de
MexEF-OprN (Zaoui et al., 2012), nmoR dont I'inactivation augmente de 25 fois I'expression
de l'opéron (Vercammen et al., 2015), et PA2449 (gcsR), un géne impliqué dans la régulation
du catabolisme de la glycine, une source majeure de carbone chez P. aeruginosa (Sarwar et
al., 2016) et dont linactivation augmente 50 fois I'expression de mexEF-oprN par un
mécanisme encore inconnu (Lundgren et al., 2013). D’autres génes régulateurs, au contraire,
ont un role d’activateur. Il s’agit de parR dont l'inactivation entraine la sous-expression
(environ 8 fois) de mexS et consécutivement celle de mexEF-oprN (Wang et al., 2013), mais
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aussi blrR, codant une protéine de la famille MerR, capable d’activer directement I’expression
de mexAB-oprM et de mexEF-oprN et qui apparait diminuée chez des mutant AbIrR (Liao et
al., 2013).

mexE>( mexF>( oprN>i
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‘<PA2048 cmrA>7 | MvaT | TIOR
--------------------- [W] mvaT

Figure 8 : Régulation de I'opéron mexEF-oprN (en orange, les répresseurs et en vert, les activateurs). L’expression de mexEF-
oprN peut étre provoquée par I'activateur MexT, dont la fixation sur le promoteur est dépendante de I'inactivation de I'enzyme
MexS, soit par mutation, soit par interaction avec le régulateur du systéme ParRS. Le régulateur transcriptionnel CmrA avec
I’enzyme PA2048 activent MexT. BIrR est un activateur direct de mexEF-oprN et PA2449, MxtR, MvaT, NmoR et AmpR
diminuent I’expression de mexEF-oprN par des voies encore inconnues. Les protéines dont le fond est plus foncé sont celles qui
sont inductibles par des stress. D’aprés (Lundgren et al., 2013, Li et al., 2015, Vercammen et al., 2015, Juarez et al., 2018).
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Induction de MexEF-OprN

Quelques-uns parmi ces régulateurs répondent a des sighaux environnementaux et induisent
transitoirement MexEF-OprN. Par exemple, il a été montré que MxtR était sensible a I'état
redox de I'ubiquinone-0. Lorsque ce transporteur d’électrons de la chaine respiratoire est
réduit par du dithionite, la cinétique de phosphorylation de MxtR diminue, empéchant son
activité ; la dérepression consécutive de MexT conduit a la surproduction de MexEF-OprN
(Zaoui et al., 2012).

Il semble également exister un lien entre le stress nitreux et MexEF-OprN puisque |'utilisation
de molécules donneuses de NO telles que le s-nitrosoglutathion (GSNO) ou le
diéthylenetriamine (DETANONOate) induisent la surexpression de la pompe de fagon MexT-
dépendante (Fetar et al, 2011). Parmi les génes également surexprimés, xenB est
particulierement intéressant car son produit joue un réle dans I'élimination des groupes
nitreux sur les molécules telles que la nitroglycérine ou le trinitrotoluene (Fuller et al., 2009).
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Le stress disulfure est également capable de mobiliser la pompe MexEF-OprN car un
traitement au diamide, qui provoque une déplétion en glutathion, active MexT et
consécutivement le systeme d’efflux (Fargier et al., 2012).

Des conditions d’hypoxie semblent aussi pouvoir induire I'expression de la pompe d’efflux
MexEF-OprN. En effet, I'inactivation du senseur a oxygene Pseudomonas propyl hydrolase
(PPHD) augmente la virulence de P. aeruginosa mais également la production de MexEF-OprN
(500-fois plus que chez la souche parentale). Les auteurs ont constaté que la souche sauvage
PAO1 se comportait de la méme facon dans des conditions d’hypoxie, suggérant que le
mangque d’oxygene induit une augmentation de la virulence et la surexpression de MexEF-
OprN via PPDH (Schaible et al., 2020).

Enfin, des travaux, réalisés au laboratoire, ont mis en évidence que P. aeruginosa surexprimait
la pompe MexEF-OprN de maniére transitoire en présence de glyoxal et de méthylglyoxal
(Juarez et al., 2017). Ces molécules électrophiles activent les genes PA2048 et cmrA, dont les
produits (respectivement, une mono-oxygénase et un activateur transcriptionnel de la famille
AraC) activent MexEF-OprN via le régulateur MexT (Juarez et al., 2017). C’est ce résultat qui
nous a poussé a nous intéresser aux huiles essentielles qui, pour la plupart, contiennent des
molécules électrophiles.

2.2.2.4  MexXY/OprM

Présentation générale

Comme MexAB-OprM, MexXY/OprM participe a la résistance naturelle de P. aeruginosa. Il a
pour substrats le céfépime et les fluoroquinolones, mais aussi et de facon spécifique les
antibiotiques de la famille des aminosides (Aires et al., 1999, Sobel et al., 2005, Morita et al.,
2012). Bien que les protéines MexX et MexY soient codées par le méme opéron, elles
fonctionnent avec la porine OprM du systéme MexAB-OprM, excepté chez les souches telles
que P. geruginosa PA7 qui contient un gene codant une protéine de membrane externe (OprA)
au sein de l'opéron (mexXY-oprA) (Morita et al., 2012). En 1999, I'augmentation de la
sensibilité de PAO1 aux aminosides (de 2 a 8 fois), consécutivement a l'insertion inactivatrice
du transposon Tn501 dans mexX, a permis de mettre en évidence I'impact de MexXY dans la
résistance naturelle de P. aeruginosa (Aires et al., 1999). MexZ est le répresseur local de
mexXY. Comme tous les régulateurs de la famille TetR, il agit en homodimére au niveau de la
région inter-génique mexZ-mexX (Aires et al., 1999). Depuis, d’autres régulateurs ont été
décrits comme étant capables de modifier I'expression de I'opéron d’efflux (Figure 9). Par
exemple, I'activité de MexZ peut étre compromise par 'anti-répresseur ArmZ (Yamamoto et
al., 2009). Le gene armZ fait lui-méme partie d’un opéron (armZ-PA5470) dont I'expression
est atténuée par un peptide leader de 13 acides aminés, PA5471.1, dont le geéne se situe en
amont de I'opéron armZ-PA5470 (Morita et al., 2009). Dans les conditions normales de
croissance, la transcription de PA5471.1 et de la région intergénique donne naissance a un
ARNm avec un signal d’arrét inhibant la transcription de armZ. Lorsque la synthése protéique
est perturbée, la traduction du peptide leader est compromise, ce qui modifie la conformation
de cet ARNm et permet la transcription de I'opéron armZ-PA5470, la production de I'anti-
répresseur ArmZ et par conséquent la surexpression de mexXY. Ainsi, divers éveénements
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génétiques ont été décrits dans la littérature pour provoquer la surexpression de mexXY via
ArmZ: c’est le cas de la surexpression des génes rp/U ou rpmA (Lau et al., 2012) et des
mutations dans shuB qui conduisent a une accumulation de protéines mal repliées et, par
conséquent, a l'activation de ArmZ (Shi et al, 2015). Enfin, et sans lien avec ArmZ,
I'inactivation des génes PA2572 et PA2573, augmente |'expression de mexXY (entre 9- et 17-
fois) par un mécanisme encore inconnu (McLaughlin et al., 2012).
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Figure 9 : Régulation de I'opéron mexXY (en orange les répresseurs et en vert les activateurs). Le répresseur local MexZ agit
sous la forme d’un homodimére et peut étre inactivé par I’antirépresseur ArmZ. Des mutations dans les génes rplU/rpmA et
suhB entrainent la surexpression de MexXY dépendante de ArmZ. Des mutations gain de fonction ou une induction des
systémes d deux composants ParR/S et AmgR/S peuvent induire la surexpression de mexXY. Enfin, par un mécanisme inconnu,
les produits des genes PA2572 et PA2573 agissent comme des répresseurs indirects de mexXY. D’aprés (McLaughlin et al.,
2012, Li et al., 2015).

Dans les souches cliniques, on distingue 3 types de mutants surproducteurs de MexXY/OprM.
Les mutants agrZ (aminoglygoside resistance MexZ-dependent) présentent une mutation dans
mexZ (empéchant sa formation ou son homodimérisation) ou dans la région intergénique
mexZ-mexX (Llanes et al., 2004). lls peuvent étre sélectionnés par I'ajout de n’importe quel
substrat de MexXY/OprM dans le milieu de culture et sont courants en clinique (Guénard et
al., 2014). Les mutants agrW1 affichent des mutations perturbant la synthese protéique, telles
que celles trouvées dans rplA, codant la protéine ribosomale L1 (Guénard et al., 2014). Enfin,
les mutants agrW2, qui surexpriment de 2 a 8 fois la pompe d’efflux par rapport a la souche
sauvage, renferment des mutations gain de fonction dans les génes du systeme a deux
composants ParRS, activateur de I'expression de MexXY-OprM (Guénard et al., 2014; Li et
Plésiat 2016; Muller, Plésiat, et Jeannot 2011).
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Induction de MexXY/OprM

Comme les trois autres pompes, MexXY/OprM répond a différents stress. Le stress oxydatif
étant le plus commun chez les bactéries aérobies, MexXY/OprM est surproduite sous I'effet
du peroxyde d’hydrogéne. Cette induction est perdue lorsque les génes codant I'anti-
répresseur ArmZ ou le répresseur MexZ sont inactivés (Chang et al., 2005a, b, Fraud et al.,
2011, Hay et al., 2013). La particularité de MexXY/OprM réside dans le fait que c’est la seule
pompe inductible par les antibiotiques ayant pour cible le ribosome bactérien (Jeannot et al.,
2005, Morita et al., 2006). Trois voies permettent de surproduire MexXY/OprM en réponse a
ces antibiotiques : (1) I'activation de I'anti-répresseur ArmZ lors de la pause ribosomale et son
interaction avec MexZ (Morita et al., 2006) ; dans cette voie, I'inactivation de la protéine SuhB
induirait I'expression de mexXY par un mécanisme dépendant de ArmZ (Li et al., 2013, Shi et
al., 2015); (2) des protéines mal repliées, conséquence de l'action perturbatrice des
antibiotiques sur le ribosome, activent le systéme a deux composants AmgRS, dont la protéine
AmgR agit indirectement sur MexXY vig la protéine PA5528 (Lau et al, 2015); (3) les
interactions des peptides antimicrobiens (tels que la colistine, la polymyxine B et I'indolicidine)
avec les LPS de la membrane externe induisent I'expression de mexXY par I'activation du
systeme a deux composants ParRS (Muller et al., 2011).

2.3 Agents inhibiteurs de résistance

Les bactéries, par leur capacité a coloniser quasiment tous les environnements, peuvent
perturber les équilibres microbiens et nuire aux végétaux comme aux animaux. C'est pourquoi
il n"est pas surprenant de constater que de nombreux organismes vivants produisent des
molécules capables d’inactiver ou d’atténuer les mécanismes de résistance développés par les
bactéries contre des molécules ou agents toxiques. De la méme fagon, les bactéries
productrices d’antibiotiques ont elles-mémes développé des stratégies leur permettant de se
protéger contre ces facteurs, par exemple, par des mécanismes basés sur le modele
poison/antipoison (Mak et al., 2014).

La recherche de molécules naturelles ou synthétiques ayant des propriétés anti-résistances
est devenue un enjeu majeur dans la lutte contre les infections notamment nosocomiales. Ces
agents sont des RIA (Resistance Inhibiting Agents) ou ARB (Antibiotic Resistance Breakers)
(Laws et al., 2019). lIs sont utilisés en association avec des antibiotiques et jouent le réle de
chimiosensibilisateurs. Quelques fois, ces molécules peuvent étre utilisées non pas pour
améliorer I'activité d’un antibiotique mais pour éviter I'émergence de la résistance. C'est le
cas du complexe iodiné FS-1 anti-tuberculose. Certains auteurs avancent I'hypothése que la
sélection de mutants résistants aux antibiotiques serait trop colteuse énergétiquement pour
les bactéries en présence d’iode FS-1 et diminuerait leur viabilité (Gagneux et al., 2006). Ainsi,
dans un modele d’infection expérimentale utilisant le cochon d’inde, il a été montré que les
souches de Mycobacterium tuberculosis combattues avec la combinaison antibiotiques/FS-1
étaient moins résistantes aux antibiotiques que les isolats soumis a des antibiotiques seuls
(llin et al., 2017).
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L'activité potentialisatrice des RIA peut jouer a plusieurs niveaux: la perméabilité
membranaire, |'efflux, les enzymes inactivatrices ou la cible des antibiotiques.

2.3.1 Agents inhibiteurs d’enzymes inactivatrices

L’exemple le plus ancien est surement celui de I’acide clavulanique, introduit dans les années
1970 conjointement avec les R-lactamines a large spectre pour favoriser leur activité. Cette
molécule, produite naturellement par une bactérie filamenteuse du sol, Streptomyces
clavuligerus, est un substrat des R-lactamases bactériennes. En s’y fixant de fagon irréversible,
elle empéche I'action de celles-ci sur les B-lactamines administrées conjointement (Reading
etal., 1977). D’autres inhibiteurs irréversibles de 3-lactamases ont depuis été introduits sur le
marché : le sulbactam, puis son dérivé le tazobactam dont l'usage a été approuvé en 1993 en
association avec la pipéracilline (Bush 1988). Plus récemment, on a assisté au développement
d’inhibiteurs réversibles qui se lient a I'enzyme de fagon provisoire : I'avibactam, le
vaborbactam et le rélébactam (Shlaes 2013).

2.3.2 Agents limitant le nombre de cibles

La cible des R-lactamines étant les PLP (Protéines Liant la Pénicilline), principalement les PLP2
et PLP3 chez P. aeruginosa, on peut améliorer |'efficacité de cette famille d’antibiotiques en
saturant un maximum de cibles potentielles. Ainsi, I’association de I'amoxicilline (saturation
des PBP4 et 5) et de la céfotaxime (saturation des PBP 2 et 3) a un effet synergique sur la
bactérie Enterococus faecalis (Mainardi et al., 1995). De la méme maniére, il a été montré chez
des souches de Staphylococus aureus sauvages ou résistantes a la méthicilline (SARM), que
I’association B-lactamine/fosfomycine était synergique, la fosfomycine diminuant I’expression
des PLP et augmentant par conséquent |'efficacité des R-lactamines (Utsui et al., 1986).

2.3.3 Agents inhibiteurs de systemes d’efflux
La recherche de molécules capables d’inhiber I'efflux actif des antibiotiques (EPIs, Efflux Pump
Inhibitors) est un objectif pour de nombreuses équipes. Pour résumer, les principales classes
d’EPIs sont présentées dans le Tableau 2.
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Tableau 2 : Origine et cibles des principales classes d’inhibiteurs d’efflux. D’apres (Tegos et al., 2002, Negi et al., 2014, Opperman et al., 2014, Siriyong et al., 2017, Borselli et al., 2019, Sharma

etal., 2019).

Familles Exemples Cibles

Dérivés de plantes

Alkaloides Réserpine Super-familles MFS et RND : NorA de S. aureus et Bmr de B. subtilis.
Pipérine NorA de S. aureus et les pompes d’efflux de Mycobacterium smegmatis, M. tuberculosis
Connessine Inhibiteur de MexAB-OprM chez P. aeruginosa.

Flavonoides Baicaléine (5,6,7- NorA de S. aureus ; potentialise I'effet de la ciprofloxacine et des B-lactamines chez les SARM.
trihydroflavone)
5’-méthoxy-hydnocarpine Augmente |'efficacité de la berbérine et de la norfloxacine chez S. aureus et M. smegmatis en

bloquant les pompes de la famille RND.
Polyphénols Gallate de catéchine NorA de S. aureus.

Diterpénes phénoliques

Acides

Epigallocatéchine

Curcumine
3,4-dibromopyrrole-2,5-dione

Acide carniosique, carnosol
Géraniol

5'-méthoxyhydnocarpin

Augmente |'efficacité de la tétracycline, I'érythromycine et la ciprofloxacine chez des Gram + et —
(Staphylococcus spp et Campylobacter spp).

Potentiel inhibiteur de pompes chez P. aeruginosa.

Inhibition de MexAB-OprM, MexXY/OprM chez P. aeruginosa et AcrAB-TolC chez E. coli.

Potentialise I'activité de la tétracycline et de I'érythromycine chez des souches de S. aureus
exprimant I’ABC transporteur MsrA et la pompe d’efflux TetK.

Diminue la CMI du chloramphénicol chez les souches de Enterobacter aerogenes surexprimant
AcrAB-TolC.

Potentialise I'activité des antibiotiques chez S. aureus.

Produits de synthése

Peptidomimétiques
Dérivés des quinoléines

Dérivés de I’arylpipéridine et de I’arylpipérazine

Pyranopiridine
Dérivés des polyamines-isoprényl

PABN
Pyridoquinolones

Arylpipéridine
Arylpipérazine

MBX2319
Cpd1-Cpd7

Premier inhibiteur d’origine synthétique actif sur les pompes de la famille RND.

Inhibiteurs compétitifs des pompes de la famille RND. Restaurent I'activité de la norfloxacine chez
E. aerogenes.

Agit sur les pompes MDR de S. aureus et sur AcrAB-tolC de E. coli. Aucune activité sur MexAB-OprM
et MexCD-OprlJ de P. aeruginosa.

Restaure I'activité du bromure d’éthidium et de la Iévofloxacine sur les souches de E. coli
surexprimant AcrAB et AcrEF.

Inhibiteur de AcrAB-TolC chez E. coli.

Inhibe I'efflux par dépolarisation chez Bordetella bronchiseptica.

SARM : S. aureus résistant a la méthicilline



La molécule de synthése Phe-Arg-B-naphthylamide (PARN) (Renau et al., 1999) malgré son
activité de EPI n’est pas utilisable en thérapeutique en raison de sa toxicité chez I'Homme
(Lamers et al., 2013). De nombreux EPIs sont d’origine naturelle. C’est le cas de la réserpine,
un alcaloide du rhizome de Rauwolfia serpentina, capable d’interagir avec les pompes de la
famille MFS telles que Bmr3 de Bacillus subtilis (Klyachko et al., 1997) et NorA de S. aureus
(Stavri et al., 2007). Toutefois, 'utilisation de cette molécule peut avoir des effets adverses,
car en bloquant la pompe d’efflux PmrA de Streptococcus pneumoniae, la réserpine
sélectionne des mutants multirésistants surproduisant les ABC transporteurs PatA et PatB
(Garvey et al., 2008).

Divers EPIs isolés de plantes ont montré une activité synergique avec les antibiotiques (le
pentaester, la chalcone, le stilbene, le spinozan A, l'isoflavone...) (Stavri et al., 2007). Par
exemple, en inhibant la pompe NorA de S. aureus, le pentaester rend la bactérie sensible a
des antibiotiques extraits de plantes tels que la berbérine et I'acide cassique, ainsi qu’aux
fluoroquinolones, ciprofloxacine et norofloxacine (Stermitz et al., 2003). Ces résultats
suggerent que d’autres molécules extraites de plantes, comme les huiles essentielles et leurs
composés, pourraient synergiser I'action des antibiotiques. Cet aspect sera développé dans
les paragraphes suivants.

2.3.4 Agents perméabilisants

De maniere simple, les RIA peuvent agir en augmentant la perméabilité membranaire. C'est
le cas de 'EDTA qui en chélatant les cations divalents Ca?* et Mg?*, provoque la rupture des
liaisons électrostatiques entre les molécules adjacentes du LPS et crée des breches dans le
continuum lipidique de la membrane externe (Muschel et al., 1968). Toutefois I'action
perméabilisante ne suffit pas toujours a augmenter 'activité des antibiotiques. Trois peptides
antimicrobiens perméabilisants (*VAYR* = RRGWVLALYLRLYGRR; *ARVA = RRGWLALRLVLALY
; VWRG = WVLVLRLGLY) ont été évalués sur E. coli et S. aureus en association avec des
molécules antibiotiques (ampicilline, ciprofloxacine, streptomycine et vancomycine). Sur
toutes les combinaisons testées, le FIC (Fractionnal Inhibitory Concentration®) était supérieur
a 1, signifiant 'absence de synergie entre les peptides et les antibiotiques (He et al., 2015).

Comme vu dans les paragraphes précédents, les inhibiteurs d’efflux actif (EPIs) se révélent
souvent trop toxiques pour une utilisation thérapeutique. L’action perméabilisante de certains
peptides antimicrobiens a donc été testée pour diminuer les concentrations d’inhibiteurs de
pompes a efflux, et restaurer I'activité des antibiotiques. Ainsi, une étude sur des souches de
P. aeruginosa surproduisant la pompe MexAB-OprM a montré qu’en présence de PARBN (EPI)
et de polymyxine B nonapeptide (PMBN, perméabilisant), I'activité de plusieurs antibiotiques
(azithromycine, doxycycline et pipéracilline) augmentait d’un facteur allant de 2 jusqu’a 133,

L FIC (Fractional Inhibition Concentration) : rapport de la valeur de la CMI d’un antibiotique utilisé en association
sur la valeur de CMI du méme antibiotique utilisé seul. Le FIC index permet de déterminer si I'effet entre deux
molécules est antagoniste (> 2), indifférent (entre 2 et 1), additif (entre 1 et 0,5) ou synergique (< 0,5) (Langeveld
etal,, 2014).



tandis que la viabilité des cellules initiatrices de biofilm chutait jusqu’a dix millions de fois
(Ferrer-Espada et al., 2019).

Toujours dans le but de permettre une meilleure pénétration (et donc une action) des
antibiotiques, certaines associations d’antibiotiques semblent donner des résultats
intéressants, notamment I'association ampicilline/gentamicine, dans laquelle I'ampicilline
facilite I'entrée de la gentamicine par son action inhibitrice sur la synthese de la paroi
bactérienne (Moellering et al., 1971, Davis 1982). Toutefois, ces résultats n’ont pas été
confirmés depuis.

Non considérés comme de réels agents perméabilisants, les sidérophores, des chélateurs de
fer synthétisés et sécrétés par les bactéries pour capter le fer nécessaire a leur
développement, sont utilisés en complexe avec des antibiotiques pour faciliter I’entrée de ces
derniers dans la cellule. Depuis plusieurs années, les sidérophores font ainsi I'objet d’études
utilisant une stratégie de type «cheval de Troie », de vectorisation des molécules
bactériennes. A ce jour, plusieurs conjugués ont été construits avec les sidérophores de
P. aeruginosa (pyoverdine, pyochéline) (Mislin et al, 2014) ou d’entérobactéries
(entérobactine) (Zheng et al, 2014). Parmi les molécules développées par l'industrie
pharmaceutique, le céfidérocol, un groupement monocathécol greffé sur une céphalosporine,
a recu une autorisation de mise sur le marché américain et européen pour le traitement des
infections a bactéries multirésistantes (Lee et Yeo 2020).

A ce jour, la recherche de molécules perméabilisantes pouvant provoquer des altérations
membranaires et la déstructuration du LPS, des changements du potentiel électrique
transmembranaire, une fuite d’ATP ou la dissipation du gradient de protons, est en plein essor
dans le but d’obtenir une synergie avec les antibiotiques. C'est le cas de la ménadione
(Andrade et al., 2017), des céragénines (Chin et al, 2007), de certaines polyamines
(naphtylacétylspermine, méthoctramine, motuporamine) (Katsu et al., 2002, Borselli et al.,
2019) et des dérivés polyaminostéroidiens (squalamine, claramine) (Salmi et al., 2008,
Blanchet et al., 2018). Nombre de ces perméabilisants sont des dérivés hémi-synthétiques de
molécules d’origine naturelle animale ou végétale. Parmi elles, celles issues d’huiles
essentielles de plantes (cinnamaldéhyde, eugénol, thymol, carvacrol, terpinene-4-ol...) font
aujourd’hui I'objet d’un intérét croissant.

2.4 Les huiles essentielles (HEs)

Les huiles essentielles (HEs) sont des mélanges naturels complexes de métabolites
secondaires volatils, isolés des plantes par hydro-distillation ou par expression mécanique.
Elles peuvent étre obtenues a partir de différentes parties de la plante (feuilles, graines
bourgeons, fleurs, tiges, racines, écorce, fruits) mais aussi a partir des gommes qui s’écoulent
du tronc des arbres. Les HEs contiennent principalement des molécules issues du métabolisme
secondaire de la plante. Leur role physiologique dans le regne végétal n’est pas totalement
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compris. En effet, ces métabolites ne participent pas directement a la croissance de la plante,
mais leur diversité moléculaire leur confére une protection naturelle contre les micro-
organismes potentiellement pathogenes et contre les insectes. En thérapeutique, leurs
propriétés sont diverses, allant du pouvoir antioxydant de I'origan (Karioti et al., 2006), anti-
inflammatoire de la carline a feuilles d’ancanthe (Dordevié et al., 2007), anti-tumoral de la
mélisse (de Sousa et al., 2004), aux propriétés antimicrobiennes de la cannelle et de la
citronnelle (Burt 2004).

2.4.1 Composition

Les huiles essentielles sont des cocktails riches de plusieurs centaines de composés organiques
différents (De Groot et al., 2016) (Tableau 3). Toutefois, pour chacune d’elle, on trouve de 1
a 3 composé(s) majoritaire(s), représentant plus de 70% de la composition finale, les autres
n’étant présents qu’a I'état de traces. De plus, cette composition varie en fonction de
différents facteurs incluant la zone géographique de la culture (exemple : cannelle de Chine
ou de Ceylan), la période de récolte et les conditions de culture, le stade de développement
des plantes et les organes prélevés (Senatore 1996). C’'est pourquoi dans ce travail, nous ne
travaillerons pas avec les HEs, mais avec leurs composés purifiés: par exemple, le
cinnamaldéhyde, extrait de I'huile essentielle de cannelle.

Trois grands groupes de molécules composent les HEs : les terpénes, les terpénoides et les
phénylpropénes (Figure 10).

e Les terpénes sont synthétisés dans le cytoplasme des plantes a partir d’isoprene (CsHs).
Leur chaine hydrocarbonée peut étre cyclisée par des cyclases (Hyldgaard et al., 2012).
Les plus courants sont le monoterpéne, dit limonéne (CioHi6) et le sesquiterpéne
(CisH24).

o Directement dérivés des terpénes, les terpénoides ont subi une modification
enzymatique telle que I'ajout de molécules d’oxygéne ou le retrait de groupements
méthyles (Hyldgaard et al., 2012). La famille des terpénoides est la plus variée sur le
plan structural. On y trouve des alcools, esters, aldéhydes, cétones, éthers, phénols et
époxydes. Parmi eux, on peut citer le thymol, le carvacrol, le linalool, le linalylacétate,
le citronellal, le pipéritone, le menthol ou encore le géraniol. L’activité antimicrobienne
de ces molécules est principalement due a ces groupes fonctionnels (Dhifi et al., 2016).
Par exemple, les terpénes porteurs d'un groupe alcool présentent I'activité
antimicrobienne la plus importante (Nazzaro et al., 2013).

e La derniére grande famille est celle des phénylpropenes, sous-famille des
phénylpropanoides. Ces molécules sont biosynthétisées a partir des acides aminés
aromatiques que sont la phénylalanine et la tyrosine. Elles sont généralement
caractérisées par la présence d’un groupement hydroxyle fixé a un cycle phényle.
Produites moins fréqguemment par les végétaux que les membres des deux autres
familles, elles présentent une forte activité bactéricide. Les plus étudiées sont
I'eugénol, I'isoeugénol, la vanilline, le safrole, et le cinnamaldéhyde.
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Tableau 3 : Tableaux représentant la diversité chimique des huiles essentielles d’apres (De Groot et al., 2016). (A) nombre de
molécules différentes identifiées dans quelques huiles essentielles. (B) différentes familles chimiques fréquemment
retrouvées dans les huiles essentielles.

A.Huiles essentielles Nombre de composés

Rosemary il 505

Garanium ol 500

Lavender oi 450

Vativer od 445

Rose ol 440

Basil o, swsat 435

Laured loaf odl 425

Spike lavender oil 305

Bilack cuman ol 340

Orange oil, swoet 3as

Peppermint oil 335

Valerian odl 330

Thyme oil 325

Carrot seed od s

Molissa oil (lemon balm oi) 310

Sage oil, Dalmatian aio

Black popper oil 305

B. Familles chimiques Exemples de composés

Acyclic terpenes Myrcena, (E}-ocimene, (Z)-ocimene

Monocyclic monolerpenes p-Cymene, a-fenchene, imonens, B-phellandrens, a-lerpinane, y-lerpinens, terpinolene

Bicyclic monoterpenes Camphene, 83-carene, a-pinene, #-pinene, sabinene, c-thujene

Tricyclic monolerpenes Tricyclene

Acyclic sesquiterpenas a-Famesens, (E E})-a-farmesene, (E)-f-famesene

Menocyclic sesquiterpenes a-Bisabolena, f-bisabolene, curcumene, B-elemene, a-humulene, a-zingiberena

Bicychc sesquiterpenes a-Cadinens, y-cadinene, §-cadinene, f-caryophyllene, B-selnene, valencens

Trcyclic sesquilerpenes Aromadendrene, B-bourbonene, a-cedrena, f-cadrene, ac-gurjunens,
B- gurjunene, a-patchoulens, -patchoulene, a-santalene, vindiflorene

Acychic monoterpene alcohols Citronellol, geraniol, lavandulol, linaloal, noral

Acychc monoterpene esters Citronellyl acetate, geranyl acetate, linalyl acetate, nernd acetate, terpinyl acetale

Acychic monoterpens aldehydes Citronelial, geranial, neral

Menocyclic monoterpene alcohols {Z)-Carveol, menthal, pulegol, terpinecl

Monocyclic monoterpene phenols Canacrol, eugenol, thymal

Maonocyclic monoterpens ketones Carvone, menthone, pipentona, pubsgons

Bicyclic monoterpane alcohols Bomeol, myrienol, pinocarveol, verbenal (cis - and trans-)

Bicyclic monoterpane aldehydes Myrtanal

Bicyclic terpena katones Camphos (a-camphor, d-camphor, di-campheor), fenchone

Monocyclic sesquiterpene alcohols a-Bisabolol, f-bisabolol, y-besabolol, elemal, lanceol

Bicyclic sesquiterpene alcohols a-Cadingl, f-cadinol, T-cadingl, chrysanthemal, a-ewdesmol, B-eudesmod,
yoeudesmal, 10-epy-eudesmol, a-muurolol, T-muuralol

Bicychc sesquiterpene aldehydes Isovalencenal, zizanal

Bicyclic sesquiterpene ketones (E.E}-Germacrone, khushamone, nootkatone, valeranone, a-vetivone, B-vetivone

Tricyelic sesquiterpene alcohols Patchoulel, a-santalol, B-santalol, viriddiorol

Aromatic alcohols Benzyl alcohol, cinnamyl alcohol, 2-phenathyl alcohol

Aromatic esters (Z)-Methylcinnamate, methyl salicylate

Aromatic aldehydes Benzaldehyde, cinnamic aldehyde ((E)-. (2)-), cuminaldehyde, vanillin

Phenclic ethers (E)-Anethole, (Z)-anethole, methyl chavicol (estragole), safrole

Oxides Bisabolol oxde A, bisabolol cxde B, 1,8-cnecle (eucalyptol), linalool onde
(cis-, trans-, furanoid, pyranoid), mentholuran

Acids Geranic acsd, isovalenc acid, nzanoic (khusenic) acid

O
A. B. G:
Monoterpéne Terpénoide R H Phénylpropéne
Limonéne Terpineol Cinnmaldéhyde
OH

Figure 10: Structure chimique des trois familles de composés dérivés du phénol extraits d’huiles essentielles. (A)
Monoterpénes : le limonéne (le plus simple des monoterpénes), (B) Terpénoides : le terpinéol (monoterpéne porteur d’un
groupement alcool), (C) Phénylpropénes : le cinnamaldéhyde.
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2.4.2 Mode d’action

L'activité des HEs dépend a la fois du caractere lipophile de leur squelette hydrocarboné et du
caractére hydrophile de leurs groupements fonctionnels. Les composés phénoliques, comme
le thymol, le carvacrol et I'eugénol sont, du fait du caractere acide de leur substituant
hydroxyle, les plus actifs (Figure 11).

: C.
OH H300:©/v/
OH HO

Thymol Carvacrol Eugénol

Figure 11 : Structure chimique de quelques molécules bactéricides extraites d’huiles essentielles : (A) thymol, (B) carvacrol, (C)
eugénol. Sont indiqués en jaune les groupements phényls et en bleu les substituants hydroxyles.

Ainsi, il n’est pas étonnant de constater que les HEs riches en phénol comme celles du thym,
de I'origan ou du clou de girofle, montrent les plus fortes activités antibactériennes (Inouye et
al., 2001). Contrairement aux antibiotiques, les HEs n’ont pas une cible cellulaire spécifique.
Elles générent un stress global qui se manifeste a différents niveaux simultanément. C'est
probablement la raison pour laquelle il est difficile de sélectionner des mutants résistants aux
HEs, alors que I'opération est plus aisée avec les antibiotiques. Une étude protéomique par
MALDI-TOF-MS effectuée sur la bactérie E. coli lors d’un traitement par des molécules
reconnues pour leur activité bactéricide (cinnamaldéhyde, citral, géraniol, carvacrol, eugénol,
carvone, citronellol, carvomenthenol, guaiacol et thymol) a révélé la surproduction (1) des
protéines de réponse au stress oxydant, (2) de heat shock et cold shock protéines, et (3) des
protéines de stress membranaire (BozZik et al.,, 2018). L’analyse différentielle de bactéries
exposées a ces HEs et a un antibiotique (tétracycline) a mis en évidence la surproduction
spécifigue de 94 protéines (impliquées dans la formation du biofilm, la résistance aux
antibiotiques et la fonction ribosomale) montrant ainsi que les fonctions cellulaires activées
par les HEs sont différentes de celles activées par les antibiotiques.

2.4.2.1 Perturbations membranaires

C’est surtout la partie hydrophobe des molécules extraites d’'HEs qui est responsable de la
perturbation membranaire. En effet, noyaux aromatiques phényles et phénols permettent a
ces composés de s’insérer entre les lipides des membranes et d’augmenter leur perméabilité
(Bajpai et al., 2013). Ces perturbations finissent par provoquer la fuite de composants
cytoplasmiques, la dissipation de la force proton-motrice, ainsi qu’une coagulation
cytoplasmique (Gustafson et al., 1998, Chouhan et al., 2017). Par conséquent, en raison de
I’'absence d’'une membrane externe protectrice, il n’est pas surprenant de constater que les
bactéries a Gram positif sont plus sensibles aux HEs que les Gram négatives (Liang et al., 2019).
Par exemple, la CMI de I'HE de Cinnamon zeylannicum est de 0,5 mg/mL chez Staphylococcus
aureus alors qu’elle atteint 8 mg/mL chez Acinetobacter baumanni. De méme pour I'HE de
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Pimenta dioica, avec respectivement une CMI de 1 et 8 mg/mL pour ces deux mémes especes
(Chouhan et al., 2017). Parmi les nombreuses protéines membranaires, I’ATPase responsable
de la production d’ATP et de la régulation du pH intracellulaire semble étre une cible de
I’eugénol, du carvacrol et du cinnamaldéhyde chez E. coli et Listeria monocytogenes (Sikkema
et al., 1995).

2.4.2.2 Cibles intracellulaires

Les cibles intracellulaires potentielles des HEs sont bien moins décrites dans la littérature,
I'activité de ces mélanges étant principalement allouée a leur action sur les membranes.
Néanmoins, on sait que certains composés peuvent avoir une activité intracellulaire tels que
ceux porteurs d’un groupement aldéhyde, comme le cinnamaldéhyde. Les aldéhydes sont des
composés électrophiles en raison de la différence d’électro-négativité entre les atomes
d’oxygene et de carbone. En conséquence, ils peuvent réagir avec les molécules nucléophiles,
en captant leurs atomes d’hydrogéne. Leur interaction avec les fonctions amines des protéines
ou encore avec I'ADN provoque d’importantes perturbations sur le métabolisme
intracellulaire (Robert et al., 1954, Voulgaridou et al., 2011). Ainsi, le cinnamaldéhyde inhibe
la division de Bacillus cereus en séquestrant la protéine FtsZ, normalement impliquée dans la
division cellulaire. Le domaine de liaison du cinnamaldéhyde réside du coté C-terminal de la
protéine, au niveau de la boucle T7 (Domadia et al., 2007). Ces interactions conduisent
également a une coagulation du cytosol (Gustafson et al., 1998, Ultee et al., 2000, 2002).

D’une maniere plus générale, il a été montré chez Salmonella enterica que des concentrations
sub-inhibitrices de thymol (0,01%) provoquent diverses modifications intracellulaires telles
gu’un déficit dans les protéines H-NS (Histone-like Nucleoid-Structuring proteins qui
interviennent dans la structuration du nucléoide et le contole de I'expression génique), les
protéines ribosomales 50S L7/L12 (Baucheron et al., 2005) et la thiorédoxine-1 (impliquée
dans I'équilibre du potentiel redox). A linverse, lI'exposition au thymol entraine la
surproduction de GroEl et DnaK, deux protéines chaperonnes essentielles dans la réponse aux
chocs thermiques (Di Pasqua et al., 2007).

Chez E. coli, I'activité de la protéine YidC, importante dans la translocation des protéines a
travers la membrane plasmique, semble étre altérée par des molécules comme I'eugénol et
le carvacrol (Laan et al., 2003). La voie glycolytique est également modifiée, conduisant a une
accumulation de glucose intracellulaire (Cox et al., 1998) et a une diminution de quasiment
tous les acides organiques intermédiaires du cycle de Krebs tels que le succinate, suggérant
un switch de la respiration vers la fermentation (Picone et al., 2013). De plus, I'exposition au
cinnamaldéhyde provoque une augmentation de nombreux métabolites (indoles, alcanes,
alcools, acides, esters, diméthylsulfoxyde, etc ...), signature d’un stress important (Hossain et
al.,, 2013).

On rapporte également un effet inhibiteur sur les voies de signalisation du quorum sensing
(QS). L'effet anti-biofilm serait lié a cette inhibition. Ainsi, 60 uM de cinnamaldéhyde permet
de réduire de 55% la luminescence chez une souche de Vibrio harveyi rapportrice de I'activité
du QS (Niu et al., 2006).
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2.4.3 Utilisation des HEs dans les infections
L'activité des HEs sur les bactéries pathogenes a été largement étudiée. Des revues résument
les connaissances sur le sujet (Swamy et al., 2016). Dans le Tableau 4, sont indiquées les CMI
des HEs les plus actives vis-a-vis de S. aureus, E. coli et P. aeruginosa, trois pathogenes
opportunistes majeurs de I'Homme.

Tableau 4 : Activité des principaux extraits d’HEs bactéricides.

Hul'le 'essentlelle ) Es?t?ces CMis Références
(principal composé) bactériennes
o S. aureus 116 pg/mL (Carson et al., 2006)
Arbrg a\the E. coli 186 pg/mL (Carson et al., 2006)
(terpinéne-4-ol) P. aeruginosa 744 pug/mL (Carson et al., 2006)
S. aureus 250 pg/mL (Ferro et al., 2016)
Ca.mnelle ] E. coli 256 pg/mL (Bozik et al., 2018)
(cinnamaldéhyde) P. aeruginosa 310 pg/mL (Mousavi et al., 2016)
_ S. aureus 250-400 pg/mL (Simsek et al., 2017)
Cajpute E. coli 125-200 pg/mL (Simsek et al., 2017)
(1,8-cinéol) P. aeruginosa 200-400 pg/mL

(Simsek et al., 2017)

_ S. aureus 256 pg/mL (Qiu et al., 2010)
Clou de girofle E. coli 512 pg/mL (Bozik et al., 2018)
(eugénol) P. aeruginosa 256 pg/mL (Lou et al., 2019)
Eucalvotus S. GUI’El:IS 250-400 ug/mL (Simsek et G/., 2017)
L] E. coli 125-200 pg/mlL (Simsek et al., 2017)
(1,8-cinéol) P. aeruginosa 200-400 pg/mL (simsek et al.. 2017)
S. aureus 150 pg/mL (EI-Baky et al., 2016)
L§vande ] ) E. coli 75 ug/mL (EI-Baky et al., 2016)
(linalol, acétate de linalyl) P. aeruginosa 75 pg/mL (El-Baky et al., 2016)
S. aureus > 600 pg/mL (Singh et al., 2015)
Menthe E. coli > 600 ug/mL (Singh et al., 2015)
(menthol) P. aeruginosa 445 pg/mL (Singh et al., 2015)
S. aureus 1250 pg/mL (Trombetta et al., 2005)
Sauge ) E. coli 5000 pg/mL (Trombetta et al., 2005)
(acétate de linalyl) P. aeruginosa Non renseigné
S. aureus 256 pg/mL (Zzhou et al., 2019)
Thym E. coli 1024 pg/mL (Bozik et al., 2018)
(thymol) P. aeruginosa 512 pg/mL (Walsh et al., 2019)
Origan S. aureus 375 pg/mL (Walsh et al., 2019)
(cafvacrol) E. coli 256 pg/mL (BoZik et al., 2018)
P. aeruginosa 512 pug/mL (Walsh et al., 2019)

2.4.4 Action combinée des HEs avec les antibiotiques

Comme annoncé dans l'introduction, la recherche de nouvelles solutions thérapeutiques anti-
infectieuses ne cherche pas a faire I'impasse sur les antibiotiques, mais envisage des
traitements d’appoint. C'est dans cet esprit que de nombreuses combinaisons
antibiotique/huile essentielle ont été testées in vitro sur différentes espéces bactériennes a
Gram positif et a Gram négatif (Tableau 5). Méme s’il apparait que dans la majorité des cas,
les effets reportés sont synergiques, il faut tout de méme noter que dans prés d’un tiers des
études, sont mentionnés des effets antagonistes dont la cause est inconnue.
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Tableau 5 : Vue d’ensemble des effets antagonistes ou synergiques entre différentes HEs et antibiotiques sur différentes especes bactériennes (S= Synergie ; A= Antagonisme)

Plantes orginaires

Antibiotiques

Souches

Effets

Sources

Cinnamomum burmanni GMN S. epidermidis S (Nuryastuti et al., 2009)
Chrysentemum TIC E. coli, K. pneumoniae, S. aureus, P. mirabilis, S. enteriditis S (Moussaoui et al., 2016)
coronarium IMP E. coli, S. aureus, P. putida, P. aeruginosa, S. enteriditis S

TOB E. coli, E. aerogenes, S. aureus, P. mirabilis, P. putida S

GMN E. coli, K. pneumoniae, E. aerogenes S

TIC P. putida, P. aeruginosa A

IMP E. coli, E. aerogenes A

TOB E. coli, P. aeruginosa, S. enteriditis A

GMN E. coli, S. aureus, S. enteriditis A
Cinnamomum zeylanicum | AMK, GMN A. baumannii S (Guerra et al., 2012)

coL P. aeruginosa S (Topa et al., 2020)
Citrus limon AMK, GMN A. baumannii S (Guerra et al., 2012)
Coriandrum sativum CHL, CIP, GMN, TET A. baumannii S (Duarte et al., 2012)
Cymbopogon citratus KMN, STP S. typhimurium S (Shin 2006)

AMK, CTX A. baumanii S (Selvaraj et al., 2020)

CIP, GMN A. baumanii A
Dalea versicolor BER, ERY, TET S. aureus S (Belofsky et al., 2004)
Helichrysum italicum CHL A. baumannii, E. coli, E. aerogenes, P. aeruginosa S (Lorenzi et al., 2009)
Lippia sidoides AMK, GMN P. aeruginosa, S. aureus S (Veras et al., 2012)
Meluca alternifolia CIP S. aureus, K. pneumoniae A (van Vuuren et al., 2009)

GMN A. baumannii, S. marcescens, B. subtilis, B. cereus, E. coli, S. aureus, Y. S (LaPlante 2007, Rosato et al., 2010)

enterocolitica

TOB E. coli, S. aureus S (D’Arrigo et al., 2010)
Mentha piperita Oxy-TET E. coli S (Schelz et al., 2006)

NEO P. aeruginosa, S. aureus S (van Vuuren et al., 2009)
Origanum vulgarae DOX, FLO, SAR, E. coli S (Si et al., 2008)

MAQ, LEVX

GMN A. baumannii, E. coli, S. aureus, B. cereus, B. subtilis, S. marcescens, Y. S (Rosato et al., 2010)

enterocolitica

Pelargonium graveolens CIpP K. pneumoniae, P. mirabilis, S. aureus S (Rosato et al., 2007)




NOR S. aureus, E. coli, B. cereus et B. subtilis S (Rosato et al., 2007)
Rosmarinus officinalis CIP S. aureus, K. pneumoniae S (de Rapper et al., 2016)
Syzgium aromaticum AMP, GMN S. mutans, S. sanguinis, S. sobrinus, S. rattie, S. criceti, S. anginosus, S. | S (Moon et al., 2011)
gordonii, A. actinomycetemcomitans, F. nucleatum, P. intermedia, P.
gingivalis
Thymus broussonetii CIP V. cholerae, E. coli S (Fadli et al., 2012)
Thymus magnus CFM P. aeruginosa, B. cereus, S. aureus, E. coli, Salmonella, B. subtilis S (Fadli et al., 2012)
Thymus willdenowii TIC E. coli, E. aerogenes, P. putida, P. aeruginosa S (Moussaoui et al., 2016)
IMP E. coli, P. putida, P. aeruginosa, S. enteriditis S
TOB K. pneumoniae, E. aerogenes, P. putida, S. enteriditis S
GMN P. putida, S. enteriditis S
TIC K. pneumoniae, S. enteriditis A
IMP K. pneumoniae, E. aerogenes, P. mirabilis A
TOB E. coli, S. aureus, P. aeruginosa A
GMN E. coli, K. pneumoniae, E. aerogenes, S. aureus, P. mirabilis, P. aeruginosa | A
Zataria multiflora VAN SAMR et SAMS S (Mahboubi et al., 2010)

AMK amikacine, AMP ampicilline, BER berbérine, CFM céfixime, CHL chloramphénicol, CIP ciprofloxacine, COL colistine, CTX céfotaxime, DOX doxyclycine, ERY érythromycine, FLO florfénicol,
GMN gentamicine, IMP imipénéme, KMN kanamycine, LEVX |évofloxacine, MAQ maquindox, NEO néomycine, NOR norfloxacine, Oxy-TET oxytétracycline, TET tétracycline, SAR sarafloxacine,
TIC ticacilline, VA vancomycine.

SAMR, SAMS : Staphylococcus aureus méthicilline-résistant, -sensible.
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2.4.5 Mécanismes de défense bactérienne contre les HEs

Les composés volatils produits par les plantes leur ont permis, au cours de I'évolution,
d’assurer des fonctions trés différentes telles que I'attraction de pollinisateurs (Butnariu et al.,
2018), la protection contre les ultra-violets comme par exemple avec I'huile essentielle de
Commiphora myrrha (Auffray 2007), ou la défense vis-a-vis de micro-organismes phyto-
pathogenes. Il n’est donc pas surprenant qu’au cours de |’évolution, les micro-organismes se
soient eux aussi adaptés a ces composés pour y faire face, avec la mise en place de différents
mécanismes de résistance (co-évolution).

En premier lieu, la membrane externe des bactéries a Gram négatif constitue une véritable
barriere semi-perméable qui freine I'entrée des HEs dans la cellule. Toutefois, en ciblant la
membrane externe, certaines HEs perturbent les enzymes impliquées dans la synthése des
acides gras entrainant un déséquilibre dans le ratio acides gras saturés/insaturés, provoquant
une diminution de la fluidité membranaire. C'est ce que I'on observe avec le cinnamaldéhyde
qui, utilisé & une concentration située entre le 8™ et le 3/8°™ de la CMI (déterminée & 310
ug/mL) provoque une baisse du nombre des acides gras insaturés de 40% a 20%, et
I'augmentation des acides gras saturés de 50% a 67% chez E. coli. Les auteurs de I'étude
suggerent que la rigidification membranaire permet a la bactérie de réduire les effets du
cinnamaldéhyde (CNA) en limitant sa pénétration (He et al., 2018).

Globalement, la réponse des bactéries aux HEs differe de celle aux antibiotiques. Chez E. coli,
I'analyse de la réponse au stress électrophile provoqué par du cinnamaldéhyde, de I'’eugénol
ou du carvacrol, montre la production de protéines impliquées dans la protection de 'ADN
(par exemple la protéine de liaison a ’ADN HU-a), mais aussi de protéines de protection de la
membrane (comme la lipoprotéine RzoR, également mobilisée lors de perturbations
membranaires d’origine phagique) (BoZik et al., 2018). D’autres protéines (YthA et Yoal) sont
également produites telles que celles impliquées dans la réponse aux variations de
température, au stress de I'enveloppe, au stress oxydant, au stress acide et a celui provoqué
par le soufre.

En fait, la réponse des bactéries a I'action des HEs comprend deux phases. Une premiere étape
transitoire et adaptative permet a la bactérie de tolérer le produit si le stress est modéré et
ponctuel, notamment plus si les composés contenus dans ces HEs sont rapidement dégradés
par les bactéries. Puis, si le stress est plus long et intense (car pas ou peu de dégradation), les
bactéries mettent en place une réponse plus durable via des mutations. Nous verrons que
cette deuxieme phase intervient plus tardivement que lors d’une exposition aux antibiotiques.

2.4.6 Adaptation transitoire : I'efflux actif
En 2007, on constate que I'ajout d’'un agent découplant comme le CCCP (carbonyl cyanide m-
chloro-phényl hydrazone) sensibilise les cultures de P. aeruginosa au carvacrol, eugénol, citral,
géraniol et terpinéol, suggérant que la tolérance a ces composés est médiée par un systéme
d’efflux actif (Cox et al., 2007). Dans le méme temps, les acides phénoliques (dont I'acide
cinnamique dérivé du cinnamaldéhyde) sont reconnus comme des inducteurs des systemes
AcrAB-TolC et EmrAB chez Erwinia chrysanthemi (Ravirala et al., 2007). Par ailleurs il a été



montré que le thymol, un monoterpene phénolique, induit la surproduction de la protéine de
membrane externe TolC chez Salmonella enterica (Baucheron et al., 2005). Suite a ces travaux,
le lien entre la tolérance aux composés d’HEs et la surproduction des pompes d’efflux a pu
étre confirmé, en particulier pour MexAB-OprM chez P. aeruginosa et son homologue AcrAB-
TolC chez E. coli. Ainsi, les mutants ayant une pompe MexAB-OprM inactive sont plus sensibles
aux monoterpénes naturels tels que le terpinen-4-ol, le 1,8-cinéole et I'a-terpinéol, contenus
dans I’'HE de I'arbre a thé (Papadopoulos et al., 2008). De plus, des résultats indiquent que les
terpenes, les alcaloides, et les molécules phénoliques naturelles sont des substrats de MexAB-
OprM et AcrAB-TolC car l'utilisation d’un inhibiteur d’efflux (PABN) rend P. aeruginosa et E.
coli plus sensibles a ces composés (Kuete et al., 2011). Ces mécanismes de protection sont
inductibles et sont surproduits dans les minutes qui suivent I’exposition. Par exemple, I'HE du
thym du Maroc active la synthése de AcrAB-TolC chez E. coli (Fadli et al., 2014). Enfin, trés
récemment, des travaux ont montré que la surproduction de MexAB-OprM permettait de
protéger P. aeruginosa de I'action toxique du carvacrol (Pesingi et al., 2019).

L’'un des modes d’action des HEs étant d’entrainer des perturbations membranaires (Chouhan
et al., 2017), il est légitime de se poser la question du réle protecteur potentiel de MexCD-
OprlJ, une pompe qui répond au stress membranaire (Fraud et al., 2008). Toutefois, avant ce
travail, aucune étude n’avait montré l'induction de cette pompe.

Enfin, les HEs contenant pour la plupart des molécules électrophiles, des travaux menés au
laboratoire ont montré que la pompe MexEF-OprN était régulée a la hausse de maniére
transitoire lors d’un stress électrophile. Le cinnamaldéhyde, composé électrophile extrait de
I’'HE de cannelle, active transitoirement MexEF-OprN par une voie impliquant les activateurs
transcriptionnels CmrA et MexT (Juarez et al., 2017).

L’'ensemble de ces points montre I'importance de I'efflux dans la réponse aux stress provoqués
par les HEs.

2.4.7 Résistance aux HEs et mutations

Une autre fagon pour la bactérie de s’assurer une meilleure résistance aux HEs passe par la
sélection de mutants dans les genes cibles. Il est important de préciser que les rares
publications disponibles s’accordent a dire que les HEs ou leurs composés n’ont pas de pouvoir
mutagene avéré. C'est le cas du thymol et du carvacrol dont les propriétés mutagenes
potentielles ont été étudiées chez |la drosophile par Somatic Mutation and Recombinaison Test
(SMART) (Mezzoug et al., 2007). Dans une autre étude, il est apparu que le cinnamaldéhyde,
le citral et le thymol n’induisaient pas I'expression des genes de réparation de I’ADN tel que
recA chez des souches de E. coli portant I'opéron rapporteur /ux cloné en aval du promoteur
de recA. Ces données tendent a montrer que ces composés n’alterent pas suffisamment ’ADN
pour déclencher un mécanisme de réparation du génome (Chan et al., 2013).

De facon artificielle, des mutants de E. coli résistants au thymol ont été obtenus par insertion
aléatoire de transposons. Divers génes ont pu étre identifiés tels que (1) lon, impliqué dans la
dégradation des protéines anormalement repliées, (2) menA, un géne de la synthése de la
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ménaquinone, (3) cadB, qui code une pompe exportant la cadavérine et la lysine, (4) yagG,
dont le role est inconnu et (5) la région intergénique yiiE-yiiF (Shapira et al., 2007). Toutefois,
la contribution de chacun de ces génes au phénotype des mutants reste a vérifier.

Plusieurs tentatives infructueuses ont été réalisées pour obtenir des mutants de S. aureus
(Ferro et al., 2016) ou de P. aeruginosa (Topa et al., 2020) résistants au cinnamaldéhyde.
Méme apreés 20 passages, I'exposition de S. aureus a du carvacrol utilisé a une concentration
équivalente a 2/3 de la MIC n’a pas permis de sélectionner des mutants résistants (Lu et al.,
2018). Dans la littérature, seule une étude récente rapporte I'émergence de mutants de
S. aureus résistants au citral, au limonene ou au carvacrol (Berdejo et al., 2019) en utilisant
une concentration équivalente a 1/2 CMI. Néanmoins, la fréquence d’apparition des mutants
reste 3 fois inférieure a celle du controle positif (la norfloxacine) et les niveaux de résistance
sont entre 1,5 et 2 fois supérieurs a ceux de la souche parentale. Ont été détectées les
mutations suivantes : (1) une délétion d’'une grande région de 65 genes codant des régulateurs
trancriptionnels et des enzymes métaboliques chez un mutant résistant au carvacrol, (2) une
substitution (NigsK) dans le géne aroC, codant une chorismate synthase chez un mutant
résistant au citral, et (3) une mutation (Ass2V) dans le gene rpoB codant la sous-unité R de
I’ARN polymérase chez un mutant résistant au limonéne (Berdejo et al., 2019).

Dans ce travail, I'impact des extraits de plantes sur le potentiel adaptatif et mutageéne de
P. aeruginosa sera étudié a travers deux composés purifiés extraits d’HEs, le cinnamaldéhyde
et le citral. Ces deux composés ont été choisis en raison de leur caractere commun électrophile
(dG a un aldéhyde), mais aussi parce qu’ils different par la présence ou I'absence d’un noyau
aromatique (Figure 12 ; Figure 15).

2.5 Le cinnamaldéhyde

2.5.1 Chimie

Le cinnamaldéhyde (CNA) est un composé organique de formule brute CoHsO appartenant a
la famille des phénylpropanoides. Composant majoritaire de I’'HE de cannelle, il lui donne son
odeur et son go(t (Li, Kong, et Wu 2013). Il est principalement extrait de la cannelle de Ceylan
(Cinnamomum verum ou zeylanicum) et de la cannelle de Chine (C. cassia), deux espéces de
la famille des Lauraceae. On peut le trouver également chez d’autres plantes du genre
Cinnamomum. La fonction aldéhyde du cinnamaldéhyde est le groupement le plus réactif : il
peut étre oxydé ou réduit, donnant respectivement I'acide cinnamique ou I’alcool cinnamique
(Figure 12).

50


https://fr.wikipedia.org/wiki/Carbone
https://fr.wikipedia.org/wiki/Hydrog%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Oxyg%C3%A8ne

- . 0
X H A

Cinnamaldéhyde Acide cinnamique
e

Alcool cinnamique

Figure 12 : Structure chimique du (A) Cinnamaldéhyde (en rouge la fonction aldéhyde), (B) Acide cinnamique (en vert, la
fonction acide) et (C) Alcool cinnamique (en bleu la fonction alcool).

2.5.2 Spectre d’action
L'intérét thérapeutique du CNA réside dans son action a large spectre, antibactérienne,
antifongique et antivirale (Zaika 1988). L’activité antibactérienne du CNA a été explorée aussi
bien chez des bactéries Gram positives telles que S. aureus et E. feacalis (CMI = 0,25 mg/mL)
(Ferro et al., 2016), que chez les bactéries Gram négatives, A. baumannii (CMI = 0,31 mg/mL)
(Montagu et al., 2016), E. coli (CMI = 0,31 mg/mL) (He et al.,, 2018 ; Mousavi et al.,, 2016) et
P. aeruginosa (CMI = 0,6 -1,2 mg/mL) (Pereira et al., 2019).

Les HEs étant tres volatiles, leur activité peut étre évaluée en phase gazeuse, sans avoir besoin
d’étre incorporées dans le milieu de culture dans lequel croissent les bactéries. L’activité du
CNA a été évaluée dans ces conditions sur différentes souches de Salmonella sp. et sur la
souche E. coli 0157:H7 se développant sur des tomates. A une concentration de a 41,5 ulL/litre
d’air, le nombre de bactéries était divisé par deux au bout de 4 jours de traitement (Obaidat
et al., 2009). Sur Pseudomonas syringae, I'activité du produit était moindre avec une CMI en
phase gazeuse estimée a 2500 ppm (équivalent a 2500 pL/litre d’air) (Song et al., 2016).

Sile mode d’action du CNA commence a étre connu, son devenir dans les cellules bactériennes
I’est moins. En utilisant la souche E. coli0157:H7, il a été montré par HPLC qu’apres 4 h
d’exposition au CNA, le milieu de culture renferme de I'alcool cinnamique, une molécule
moins toxique (Visvalingam et al., 2013). Cette conversion est due a la surproduction de
I'alcool déshydrogenase YghD et de I'aldéhyde réductase DkgA, deux enzymes dont les genes
(vghD et dkgA) sont positivement regulés par I'activateur transcriptionnel YghC en présence
de CNA (Turner et al, 2011) (Figure 13). Chez la bactérie a Gram positif Bacillus
stearothermophilus, la méme conversion est réalisée la encore, grace a une alcool
déshydrogénase (Pennacchio et al., 2013). A notre connaissance, aucune étude n’a été faite
sur la métabolisation du CNA chez P. aeruginosa ni sur le devenir de I'alcool cinnamique dans
les cellules bactériennes.
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Figure 13 : Chez E. coli la présence de CNA (cinnamaldéhyde) induit I'activation des génes yghD et dkgA via yghC. Les deux
enzyme YghD et DkgA (respectivement une alcool déshydrogénase et une aldéhyde réductase) réduisent le CNA en alcool
cinnamique, moins toxique. Inspiré de (Visvalingam et al., 2013).

2.5.3 Mode d’action

Malgré son utilisation trés ancienne en médecine traditionnelle chinoise, le CNA posséde un
mode d’action encore mal compris. Contrairement aux antibiotiques, il n’agit pas sur des
cibles cellulaires spécifiques, mais sa nature lipophile lui permet de traverser les membranes
bactériennes et son groupement aldéhyde électrophile favorise les interactions avec les
atomes nucléophiles de ’ADN et des protéines, perturbant ainsi de nombreuses fonctions
physiologiques (Weibel et al., 1989). A faible concentration, le CNA pourrait inhiber les
enzymes impliquées dans la division cellulaire. A plus forte dose, il agit au niveau du
périplasme en inhibant I'activité des ATPases transmembranaires (Hyldgaard et al., 2012),
bien qu’il ne soit pas décrit comme un protonophore (Gill et al., 2004). Enfin, a dose létale,
son caractéere hydrophobe lui permet de se solubiliser dans les membranes déclenchant ainsi
un changement du profil lipidique des bicouches biologiques, avec une augmentation de la
part des acides gras saturés qui rigidifie et déstructure les membranes (Di Pasqua et al., 2007).
Dans une autre étude, le CNA a été décrit comme capable de perméabiliser la membrane
cytoplasmique et de dissiper le gradient de cations transmembranaires (K*), conduisant a la
mort cellulaire (Bouhdid et al., 2010). Des observations en microscopie électronique a
balayage réalisées sur Bacillus cereus montrent que le CNA empéche la formation compléete
des septa de division et entraine une modification de la morphologie cellulaire, avec des
bactéries qui apparaissent plus allongées que les cellules non traitées (Kwon et al., 2003). Au
final, par ses effets pléiotropiques, le CNA induit un stress important chez les bactéries
sensibles (Figure 14).
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Figure 14 : Effets cellulaires du cinnamaldéhyde (CNA) chez les bactéries. Le CNA provoque la rigidification et la
perméabilisation de la membrane, entrainant la fuite de composés intracellulaires ; en perturbant le gradient de protons, il
altere le fonctionnement de I’ATPase membranaire. Il interagit également avec les molécules du quorum sensing, diminuant
la formation de biofilm. Enfin I'inhibition de la protéine FtsZ empéche le déroulement normal de la division cellulaire. Image
créée avec Biorender d’apres (Doyle et al., 2019).

L'utilisation du CNA comme une alternative thérapeutique aux antibiotiques peut également
s’avérer intéressante en raison des propriétés anti-virulence de cette molécule. En effet, chez
P. aeruginosa la production des facteurs de virulence intervenant dans la colonisation et
I'invasion des tissus de I’hote est en partie régulée par les molécules du quorum sensing avec
lesquelles le CNA interfere. En effet des concentrations sub-inhibitrices de CNA (5%, v/v),
utilisées en association avec la DNase dont |'activité anti-biofilm est reconnue, diminuent
d’environ 70% la production de biofilm, d’alginate et de I'enzyme staphylolytique LasA (Farisa
Banu et al,, 2017). En utilisant deux souches bioluminescentes de Vibrio harveyi, dont la
transcription des génes lux est induite par les molécules du quorum sensing, 3-oxo-Cé6-
homosérine lactone (HSL) ou 3-hydroxy-C4-HSL, il apparait que I’exposition a 200 umol/L de
CNA réduit la bioluminescence de respectivement 70% et 55% apreés 80 min d’exposition (Niu
et al., 2006). Toujours chez Vibrio, I'équipe de Brackman a exploré I’activité anti-virulence du
CNA en caractérisant son effet sur le régulateur transcriptionel LuxR (Brackman et al., 2008).
Par retard sur gel, ils ont montré qu’a partir de 1900 umol/L de CNA, la protéine LuxR ne se
fixe plus sur ’ADN, sans que les auteurs en expliquent la raison. En interférant avec LuxR, le
CNA modifie les voies de signalisation du QS et inhibe certains mécanismes de virulence tels
qgue la production de biofilm, celle de protéases et de pigments (Ren et al., 2004). Plus
récemment, a I'aide d’une construction rapportrice codant la GFP, I'expression des génes du
QS lasB, rhlA et pgsA s’est avérée réduite de 70% en présence de CNA (400ug/mL) chez P.
aeruginosa (Topa et al., 2020).

En 2016, 'analyse du métabolome de E. coli cultivée en présence de CNA a donné une vue
d’ensemble des effets de la molécule. Parmi les changements, ont été remarquées: la
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modification du profil membranaire en protéines, une augmentation du nombre de peptides
et d’acides aminés (probablement en raison de la dénaturation des protéines provoquée par
le CNA), une diminution de I'activité du métabolisme énergétique et enfin, une diminution de
I’expression des protéines du QS (Mousavi et al., 2016).

A notre connaissance, méme si le CNA fait partie des composés naturels les plus bactéricides,
son mode d’action global sur la bactérie P. aeruginosa n’as pas été publié a ce jour.

2.5.4 Impact du CNA sur la résistance aux antibiotiques
Le CNA est une molécule bactéricide dont l'utilisation intéresse I'industrie agro-alimentaire
pour éviter la contamination par des pathogéenes. Utilisée a 0,3 % (soit 3 mg/mL), la molécule
a montré in vitro une action bactéricide sur des souches de S. enterica sensibles ou résistantes
aux antibiotiques. Sur des aliments (céleri, huitres) inoculés avec les mémes souches et placés
a 4°C, le CNA utilisé a 1% (10 mg/mL) réduit la charge bactérienne de 2 a 5 Log (Ravishankar
et al., 2010).

En association avec des antibiotiques, le CNA a démontré une action synergique chez certaines
bactéries. Par exemple, chez Clostridum difficile, a 20pug/ml, il réduit la CMI de la clindamycine
16 fois (de 4 ug/mL a 0,25 pg/mL) (Shahverdi et al., 2007). Chez A. baumannii, une diminution
de la résistance a sept R-lactamines a été obtenue en présence d’une concentration de CNA
équivalente a celle de la CMI (environ 145 pg/mL). La mesure, par RT-gPCR, du niveau
d’expression des genes codant le systeme d’efflux AdeABC a montré que la sensibilisation
observée était corrélée a une baisse de I'expression de ces génes (Karumathil et al., 2018).
Chez E. coli, une étude a constaté une synergie entre le CNA et plusieurs antibiotiques
(novobiocine, érythromycine avec des FICs < 0,5), sans que les auteurs ne |'expliquent
(Visvalingam et al., 2017). Enfin, trés récemment, il a été rapporté chez P. aeruginosa que le
CNA utilisé a 3mM (équivalent 400 pg/mL), faisait chuter d’un facteur 4 la CMI de la colistine
et d’un facteur 2 celle de la carbénicilline, de la tobramycine et de I’érythromycine (Topa et
al., 2020).

Avant cette étude, aucun travail n’avait rapporté d’antagonisme entre le CNA et les
antibiotiques.

2.6 Le citral

2.6.1 Chimie

Le citral (ou lémonal) est une molécule de formule brute CigH160. Elle existe sous la forme de
deux stéréo-isomeres : 'isomeére cis-, le néral ou citral A, et I'isomére trans-, le géranial ou
citral B (Figure 15). Le citral est 'un des composants majeurs de I'HE de citronnelle
(Cymbopogon citratus), appelée également verveine des Indes ou lemongrass. On le trouve
plus généralement chez les especes du genre Cymbopogon mais également dans les HEs
d’orange et de citron.
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Figure 15 : Structure chimique du citral sous ses deux formes isomériques : le géranial (trans-citral ou citral A) et le néral (cis-
citral ou citral B).

2.6.2 Spectre d’action

De facon générale, le citral présente une activité toxique a I’encontre des bactéries
Gram positives telles que S. aureus et B. cereus (CMI = 500 ug/mL) et de fagon plus faible chez
les bactéries Gram négatives (CMI = 1000 ug/mL chez E. coli) (Mokarizadeh et al., 2017).
Comparé au CNA, le citral est également un aldéhyde, mais I'absence de noyau ar6matique
nous a permis d’évaluer I'impact de cette structure sur la réponse bactérienne.

Des essais comparatifs portant sur des HEs contenant une forte concentration de citral (citron,
orange ou bergamote) ont conclu que I'huile est toujours plus efficace que la forme gazeuse
avec des CMI de 0,3% (vol/vol) pour L. monocytogenes et 0,6% pour B. cereus et S. aureus.
Dans cette étude, la CMI n’a pas pu étre déterminée pour les bactéries a Gram négatif testées
(C. jejuni, E. coli 0:157) en raison de leur plus grande résistance et des limites de solubilité de
ces HEs (Fisher et al., 2006).

Vis-a-vis des Pseudomonas, les études publiées indiquent que le citral est sans effet (Pereira
et al., 2019) probablement car ces bactéries environnementales sont capables de le dégrader
ainsi que des molécules proches (géraniol, citronellol...) pour les utiliser comme sources de
carbone et d’énergie. Cela a été confirmé en particulier chez P. mendocina (Tozoni et al., 2010)
et P. aeruginosa (Hocquet et al., 2016). D’ailleurs, I'existence d’une espéce s’appelant
Pseudomonas citronellolis rappelle les propriétés cataboliques de ce genre bactérien. D’aprés
les voies de dégradation du géraniol décrites dans la base KEGG PATHWAY, les génes de
I'opéron geo (geoA, geoB et geoC) seraient les premiers intervenant dans le catabolisme du
citral. Toutefois, cet opéron identifié chez Castellaniella defragans n’a pas d’homologue chez
P. aeruginosa, a I'exception de PA3629, qui montre 46% d’homologie avec la séquence
nucléotidique de geoA (The Pseudomonas Genome database, Pseudomonas.com). En
revanche, les opérons atuABCDEFGH et liuABCDE qui codent des enzymes plus tardives de
I'utilisation du citral, sont présents chez P. aeruginosa (Figure 16). De facon intéressante,
I'opéron liuABCDE se situe entre l'opéron d’efflux mexXY et le gene hmgA codant
I’'homogentisate-1,2-dioxygénase. Or, certaines souches cliniques de P. aeruginosa affichent
de larges délétions chromosomiques dans cette région, se traduisant par la production de
pyomélanine (AhmgR), une hypersensibilité aux aminosides (AmexXY) et une incapacité a
utiliser le géraniol comme source de carbone (AliuABCDE) (Hocquet et al., 2016).
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2.6.3 Mode d’action

Des travaux effectués sur la bactérie a Gram négatif, Cronobacter sakazakii, suggerent que le
citral perturbe la membrane externe et diminue les concentrations d’ATP ainsi que le pH
intracellulaire. L'utilisation du DiBACa, un marqueur fluorescent se fixant sur les groupements
électronégatifs de la membrane, montre que le citral a la CMI (0,54 mg/mL) provoque une
hyperpolarisation membranaire (Gupta et al., 2017; Shi et al., 2016). D’autres travaux utilisant
le DiSC3 (3,3'-dipropylthiadicarbocyanine), un fluorochrome qui s’internalise dans les
bactéries sans émettre de fluorescence et qui, en cas de dépolarisation membranaire
s’externalise et fluoresce (Wang et al., 2011; Wu et al., 1999), indiquent que I'ajout d’'une CMI
de citral dans le milieu de culture entraine une augmentation de la fluorescence pouvant aller
jusqu’a 2,3 fois.

Tout comme le CNA, le citral posséde a des concentrations sub-inhibitrices (1/16°™me et 1/8%me
de la CMI) des propriétés anti-virulence chez la bactérie pathogéne Vibrio parahaemolyticus.
Il réduit la mobilité par swarming et par swimming, et empéche la formation de biofilm. Ces
observations sont confirmées par des analyses transcriptomiques objectivant une baisse de la
transcription des genes impliqués dans la régulation du QS (/uxS, aphA), la formation du
biofilm (ompW, vp0950, vp0952, vp0962), la production du flagelle (flaA, flgM, figL) et celle
de toxines (toxR). Ces effets sont associés a une réduction de 50% de la quantité de
I'autoinducer-2 (Sun et al., 2019). De plus, des tests effectués avec le modéle d’infection
expérimentale Galleria mellonella montrent que les larves infectées par des souches de
S. aureus préalablement adaptées a des concentrations subinhibitrices de citral (0,05 mg/mL)
pendant 3 jours, résistent mieux (survie de 50% apres 4 jours) que celles infectées avec les

56



bactéries contrdles (méme taux de survie apres 1 jour) (Apoldnio et al., 2014).

Trés récemment, une approche protéomique globale effectuée chez la bactérie A. baumannii
a révélé que le citral a 200 pg/mL induisait une baisse drastique (90%) de la formation du
biofilm, principalement due a une réduction de 47% de la production des EPS (Extracellular
Polymeric Substances). A la méme concentration, le citral atténue également la production
d’autres facteurs de virulence tels que les lipases (moins 60% par rapport au contrdle),
protéases (moins 70%) et la capacité hémolytique des bactéries (moins 65%) (Figure 17). La
mobilité par swimming mesurée sur gélose passe de 40 mm a 25 mm (Selvaraj et al., 2020).
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Figure 17 : Représentation schématique des effets globaux du citral sur la bactérie Acinetobacter baumannii. T2SS et T6SS :
systémes de sécrétion de type Il et de type VI ; les fleches montantes vertes et descendantes rouges indiquent respectivement
une augmentation et une diminution des fonctions cellulaires. On observe surtout une baisse de la concentration de molécules
du cycle de Krebs indiquant un ralentissement métabolique, une diminution de la virulence (baisse de la production
d’hémolysine, de protéases et de lipases) consécutive a I'inhibition des T2SS et T6SS, dérégulation de I’lhoméostasie du fer, et
une diminution des genes liés a I'initiation du biofilm (Selvaraj et al., 2020).

2.6.4 Impact du citral sur la résistance aux antibiotiques
Iy a peu dinformations disponibles quant a l'impact du citral sur la résistance aux
antibiotiques. Son activité a été testée sur des souches de S. aureus résistantes a la
méthicilline (SARM). A des concentrations comprises entre 75 et 150 pg/mL, le citral réduit la
CMI de la norfloxacine, de I'érythromycine, de la pénicilline et de la streptomycine de 4 a 32
fois. Méme si le mécanisme de cette synergie n’est pas identifié, les auteurs de I'étude
suggerent que c’est la perturbation membranaire provoquée par le citral qui améliore I'entrée
et donc l'activité des antibiotiques (Gupta et al., 2017). Dans une autre étude sur
V. parahaemolyticus, il est apparu que le citral diminuait significativement I'expression des
geénes de résistance aux peptides antimicrobiens (tolC, nusA, atpA, did et fla) a partir de
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6 pug/mL, soit 1/16%m¢ de la CMI (Sun et al., 2019). Chez A. baumannii, le citral utilisé a une
concentration de 200 pg/mL s’est montré capable de potentialiser le cefotaxime et
I’amikacine, mais pas la ciprofloxacine ni la gentamicine (Selvaraj et al., 2020). Chez S. aureus,
le citral semble bloquer l'activité de systemes d’efflux comme lindiquent les mesures
d’accumulation de bromure d’éthidium (BET). On observe une augmentation de la
concentration de BET jusqu’a 2,6-fois lorsque le citral est utilisé a 150 ug/mL (Gupta et al.,
2017).

Enfin, confirmant le faible pouvoir mutagene des HEs (Chan et al., 2013, Ferro et al., 2016, Lu
et al., 2018), les souches de L. monocytogenes et de SARM ne semblent pas développer de
résistance aux antibiotiques ni au citral lui-méme aprés une exposition prolongée (72h) a 0,05
mg/mL de citral (Apoldnio et al., 2014).

2.7 Electrophiles endogenes produits par I'hote

En dehors des molécules extraites des HEs telles que le CNA ou le citral, d’autres électrophiles
peuvent avoir également un effet sur la résistance aux antibiotiques. Certaines de ces
molécules ont des sources endogénes et sont produites par notre organisme en situation
normale ou au cours de certaines pathologies.

Par exemple, les composés électrophiles peuvent avoir pour origine la flore intestinale. Leur
présence peut changer temporairement le métabolisme bactérien, voire I'inhiber. C’est le cas
de I'acroléine et du 3-hydroxypropionaldéhyde (3-HPA), deux produits de dégradation du
glycérol qui participent a la formation de reutérine, un composé antibactérien (Zhang et al.,
2018).

Certains électrophiles, produits normalement par le métabolisme du corps humain, voient
leur concentration s’élever dans certains contextes pathologiques. C'est le cas par exemple du
glyoxal et du méthylglyoxal, deux molécules normalement issues de la peroxydation des
lipides et la dégradation des sucres (Figure 18) (Lange et al., 2012). Leur présence est plus
élevée chez les personnes agées et celles souffrant de maladies telles que le diabéte, la
maladie d’Alzheimer et la maladie de Parkinson (Brownlee 1995, Liith et al, 2005). La
présence de ces RES (Reactive Oxygen Species) active chez les bactéries (pathogénes ou non)
de I'Homme des systéemes de détoxification tels que les glyoxalases (Lee et al., 2017). Les
travaux effectués précédemment au laboratoire ont montré que le stress provoqué par ces
deux molécules induisait le systéme d’efflux MexEF-OprN de P. aeruginosa et
consécutivement, une augmentation de la résistance aux antibiotiques substrats de cette
pompe (Juarez et al., 2017).
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Figure 18 : Différentes sources de production du glyoxal chez ’'Homme (Lange et al., 2012).

De la méme fagon, il apparait que les acides gras nitrés sont des électrophiles dont la
production est favorisée par linflammation chez les personnes souffrant de maladies
cardiovasculaires (Koenitzer et al., 2010). Enfin, le malondialdéhyde (MDA) est un bon
marqueur de la peroxydation des lipides dans différentes pathologies respiratoires (asthme,
bronchiectasie, broncho-pneumopathie chronique obstructive...) (Bartoli et al., 2011). En
2015, une équipe a étudié les concentrations de MDA dans les condensats de I'air expiré, les
expectorations et le plasma de 40 patients atteints de mucoviscidose (CF) et les a comparées
a celles de 25 contrdles sains (Antus et al., 2015). Il est apparu que (i) les concentrations de
cet électrophile étaient 3 fois plus importantes dans les expectorations des patients CF (280
nmol/L vs. 92 nmol/L) et que (ii) cet écart augmentait avec la sévérité de la maladie. Enfin, en
2008, une autre équipe a constaté que la surexpression du gene yghD (codant une aldéhyde
réductase) permettait a E. coli de mieux résister aux ROS et aux aldéhydes issus de la
peroxydation des lipides, dont le MDA (Pérez et al., 2008). Dans ce travail, nous étudierons
I'impact du malondialdéhyde sur la résistance aux antibiotiques chez P. aeruginosa.
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3. Résultats

3.1 Rb6le du cinnamaldéhyde (CNA) dans l'induction
transitoire de la résistance aux antibiotiques

3.1.1 Contexte et résumé

Dans cette étude, nous avons étudié I'impact du cinnamaldéhyde (CNA) sur la résistance aux
antibiotiques de P. aeruginosa. Des travaux préalables avaient montré que des molécules
électrophiles (glyoxal, méthylglyoxal) étaient capables d’induire la surproduction du systéme
d’efflux MexEF-OprN chez cette bactérie (Juarez et al, 2017). En cherchant d’autres
électrophiles naturels, nous avons identifié le CNA, un composé extrait de la cannelle dont
I'activité sur de nombreux germes Gram négatifs et positifs est reconnue, et qui peut donc
étre envisagé comme une alternative potentiellement intéressante aux antibiotiques. Notre
démarche était donc de rechercher si le stress électrophile induit par le CNA pouvait avoir des
effets antagonistes avec les antibiotiques lors d’une utilisation combinée sur la bactérie
P. aeruginosa.

Nous avons donc déterminé I’activité du CNA sur la souche de référence P. aeruginosa PA14
et recherché si cette molécule pouvait étre dégradée par la bactérie. Ensuite, par la mesure
des transcrits, nous avons mesuré le niveau d’expression des génes codant les systemes
d’efflux RND importants en clinique (MexAB-OprM, MexCD-Opr), MexEF-OprN et
MexXY/OprM) chez les bactéries mises en présence de concentrations sub-létales de CNA. En
paralléle, nous avons déterminé si les changements d’expression observés se traduisaient par
des modifications de la résistance aux antibiotiques substrats des pompes.

Les résultats obtenus montrent que le CNA, dont la CMI est égale a 700ug/mL chez PA14,
induit simultanément, a des concentrations comprises entre 128 et 512 pug/mL, les 4 systémes
d’efflux étudiés. Cette induction transitoire commence dés les 30 premieres minutes de
contact et se prolonge environ 2h (correspondant au temps nécessaire pour que la bactérie
dégrade le CNA). Toutefois, cette induction est suffisante pour augmenter de 2 a 8 fois le
niveau de résistance aux antibiotiques substrats des pompes (R-lactamines, aminosides et
fluoroquinolones). Par une stratégie d’inactivation de génes, nous montrons que sur les 4
pompes d’efflux RND, seule MexAB-OprM est essentielle a la résistance de la bactérie au CNA,
suggérant que ce composé pourrait étre un substrat naturel, comme c’est le cas pour d’autres
composés phénoliques. Parmi les différents régulateurs connus de I'opéron mexAB-oprM, il
apparait que I'anti-répresseur ArmR (lui-méme sous la dépendance du répresseur NalC), est
nécessaire a lI'induction de MexAB-OprM lors de I'exposition au CNA. Enfin, le CNA étant
rapidement converti par la bactérie en alcool cinnamique (CN-OH) moins toxique (CMI égale
a 1024 pg/mL), nous montrons que la substitution de la fonction aldéhyde par la fonction
alcool n’induit plus ni MexXY/OprM, ni MexEF-OprN.
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Au final, nos résultats montrent que la fonction aldéhyde du CNA active la production des
pompes d’efflux MexEF-OprN et MexXY/OprM, le groupement phényl celle de MexAB-OprM
et enfin que des voies de dégradation transforment le CNA en métabolites moins toxiques.
Ces résultats sont schématisés dans la Figure 19.

Ce travail a été réalisé en collaboration avec Andy Zedet et Corine Girard (PEPITE, EA4267 -
UFR Santé, Besangon) qui nous ont donné accés a leur plateforme d’extraction et de
séparation (TLC) des composés naturels issus de plantes.
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Huiles essentielles : effets du cinnamaldéhyde (CNA) sur la résistance aux antibiotiques chez P. aeruginosa

1. 2.

Le CNA est toxique pour P. geruginosa

Le CNA induit I'expression de 4 systéme d'efflux chez
[CMI =700 ug/ml].

P. geruginosa (MexAB-Oprivl, MexCD-Oprl, MexEF-
B OprN et  MexXY¥/OprM)  entrainant  une

augementation de la résistance aux antibiotiques
WH substrats (de 2 a 8 fois).
o~
% _Booooooooo0ooo00o000

Le CNA est dégradé en alcool
cinnamique par une voie non = @==0@0 =

identifiée. o i
5 INDUCTION DE L'EXPRESSION
P DE GENES D'EFFLUX o
i dcy“ '
/ NalC 5
i H / . J Tronsformation par des + \
~ déshydrogénases/Réductases ﬁ?
{ non identifiées Y
o
H
Alcool cinnamigue
CFTOFLASARE
5.

3
Seul le systéme d'efflux MexAB-Oprivi
est essentiel a la tolérance au CNA,

suggérant sa prise en charge par
cette pompe.

Linduction du systéme d’efflux MexAB-Oprivi
est dépendante de NalC qui, comme d'autres
ligands ayant une structure phénolique, se
détache de 'ADN en présence de CNA.

Figure 19 : Schéma récapitulatif de I’effet du cinnamaldéhyde sur la bactérie P. aeruginosa.
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ABSTRACT Essential oils or their components are increasingly used to fight bacte-
rial infections. Cinnamaldehyde (CNA), the main constituent of cinnamon bark oil,
has demonstrated interesting properties in vitro against various pathogens, including
Pseudomonas aeruginosa. In the present study, we investigated the mechanisms and
possible therapeutic consequences of P. aeruginosa adaptation to CNA. Exposure of
P. aeruginosa PA14 to subinhibitory concentrations of CNA caused a strong albeit
transient increase in the expression of operons that encode the efflux systems
MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN, and MexXY/OprM. This multipump activa-
tion enhanced from 2- to 8-fold the resistance (MIC) of PA14 to various antipseudo-
monal antibiotics, including meropenem, ceftazidime, tobramycin, and ciprofloxacin.
CNA-induced production of pump MexAB-OprM was found to play a major role in
the adaption of P. aeruginosa to the electrophilic biocide, through the NalC regula-
tory pathway. CNA was progressively transformed by bacteria into the less toxic me-
tabolite cinnamic alcohol (CN-OH), via yet undetermined detoxifying mechanisms. In
conclusion, the use of cinnamon bark oil or cinnamaldehyde as adjunctive therapy
to treat P. aeruginosa infections may potentially have antagonistic effects if com-
bined with antibiotics because of Mex pump activation.

KEYWORDS Pseudomonas aeruginosa, antibiotic resistance, cinnamaldehyde, drug
efflux, efflux pumps, essential oils

seudomonas aeruginosa is a major opportunistic pathogen involved in a wide range

of acute and chronic infections (1). This versatile microorganism is notoriously
known for its capacity to thrive in challenging environments thanks to a plethora of
adaptive mechanisms (2, 3). Accounting for its relatively high intrinsic resistance to
toxic molecules, P. aeruginosa is surrounded by a poorly permeable outer membrane
that allows extrusion mechanisms, such as efflux systems, to operate efficiently (4).
Some of these transmembrane nanomachineries are able to export antibiotics and,
thus, to impair the interaction of drugs with their cellular targets (5). At least four efflux
pumps of the resistance-nodulation-cell division (RND) family can significantly increase
the resistance of P. aeruginosa to antibiotics when overproduced upon mutations,
namely, MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN, and MexXY/OprM (5). These poly-
specific transporters accommodate a wide range of structurally unrelated antimicrobi-
als, including quinolones, macrolides, tetracyclines, and phenicols, but efflux of
aminoglycosides and B-lactams (except cefepime) is specific to MexXY/OprM and
MexAB-OprM, respectively (6).

Over the last years, the sustained emergence and spread of multiresistant strains of
P. aeruginosa in hospitals have resulted in hard-to-treat infections (7, 8). When thera-
peutic options are limited, or to avoid the use of antibiotics, essential oils from aromatic
plants are sometimes viewed as alternatives to treat non-severely ill patients. Essential
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oils containing an aldehyde group (e.g., citral), a phenyl group (e.g., thymol, eugenol,
carvacrol, and terpineol), or both (e.g., cinnamaldehyde) indeed exhibit antimicrobial
properties in vitro against various Gram-negative and Gram-positive species when used
alone (9-11) or in combination (12). However, the fact that some of these oils activate
bacterial efflux systems might potentially compromise the clinical efficacy of antibiotic
treatments. For instance, the tea tree (Melaleuca alternifolia) oil increases expression of
MexAB-OprM in P. aeruginosa (13), while the thyme (Thymus maroccanus) and pine
(Pinus sp.) oils activate AcrAB-TolC in Escherichia coli (14, 15). The S-phenyl-L-cysteine
sulfoxide from the tropical plant Petiveria alliacea reduces the virulence of P. aeruginosa
by inhibiting kynureninase KynU, but it stimulates MexEF-OprN expression (16).

The observation that RND pumps can transiently be upregulated by environmental
signals is not really surprising per se since efflux systems are a major component of
adaptive responses in bacteria (17). For example, MexAB-OprM (18) and MexXY/OprM
(19) are both activated by oxidative stress, MexCD-OprJ by membrane damages (20),
and MexEF-OprN by nitrosative (21) or disulfide (22) stress. While it has become clear
that mex genes are overexpressed under such harsh conditions (18-22), the impact
of this increased efflux activity on antibiotic resistance has remained unexplored.
Recently, we found that MexEF-OprN production is strongly augmented when P.
aeruginosa is submitted to electrophilic stress by aldehydes, such as glyoxal,
methylglyoxal, and cinnamaldehyde (CNA) (23). However, the intrinsic resistance of
the microorganism to CNA appeared to be only partially dependent upon MexEF-
OprN, thereby suggesting that other efflux systems also contribute to the protec-
tion against this compound (23).

In the present work, we demonstrate that CNA, the major component of cinnamon
bark oil, triggers the expression of four major RND efflux pumps (MexAB-OprM,
MexCD-OprJ, MexEF-OprN, and MexXY/OprM) and incidentally reinforces the resistance
of P. aeruginosa to several antipseudomonal antibiotics. Results of time-kill experiments
also show that MexAB-OprM is an essential mechanism in the defense of P. aeruginosa
against CNA.

RESULTS

CNA induces pumps expression in P. aeruginosa. To assess the impact of CNA on
efflux systems in P. aeruginosa, wild-type reference strain PA14 was challenged with
0.25X and 0.5X MIC of CNA (256 and 512 pg/ml, respectively) in Mueller-Hinton broth.
At a concentration of 256 ug/ml, the agent reduced the growth rate of PA14 for
approximately 1 h, while at 512 ug/ml a transient bacteriostasis occurred that was
followed by bacterial regrowth (see Fig. S1 in the supplemental material). The expres-
sion levels of genes mexB, mexC, mexE, and mexY were determined by real-time
quantitative PCR (RT-gqPCR) at different time points (t): ty, t1smins tsomine @aNd typ
postexposure. As shown in Fig. 1, all these genes were activated in response to CNA,
although with some differences in their temporal expression. While mexB and mexE
were strongly and rapidly (t;s.;,) Upregulated in the presence of 0.25X MIC CNA, their
transcripts dropped to finally return to their uninduced baselines at t,,. This gene
activation was lower in bacteria exposed to 0.5X MIC, possibly as a result of an inverse
correlation with pump MexCD-OprJ expression. Indeed, gene mexC displayed similar
activation kinetics as mexB and mexE upon treatment with 0.5X MIC CNA, but the
0.25X MIC dose failed to induce its transcription. Finally, gene mexY expression
gradually increased in bacteria challenged with the highest concentration of CNA, to
reach a maximum at t;,.. As for mexC, no induction of mexY was visible under the 0.25X
MIC condition. Compared with previously established thresholds (24-26), all the mex
genes studied were found to be significantly upregulated (Fig. 1, red dotted-line) at
levels close to those of in vitro mutants of PA14 overproducing MexAB-OprM (named
PA14mexAB™*), MexCD-OprJ (PA14mexCD™*), MexEF-OprN (PAT14mexEF+), or MexXY/
OprM (PA14mexXY) (Fig. 1, solid red line). Overall, these results demonstrated that CNA
has dramatic, although unequal, effects on the expression of these four pumps in P.
aeruginosa.
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FIG 1 Expression levels of genes mexB, mexC, mexE, and mexY. Gene transcripts were measured over time by
RT-gPCR in strain PA14 exposed to 1% DMSO (negative control, in white) and to 256 and 512 pg/ml CNA (in light
and dark grey, respectively). The genes were considered activated (indicated by dotted red lines) when their
expression was =3-fold (mexB), =5-fold (mexY), and =20-fold (mexE and mexC) that of unexposed PA14 at t,.
Indicated by solid red lines are the mRNA amounts of PA14-derived mutants PA14mexAB™* (mexB, 9.5-fold that of
PA14), PA14mexCD* (mexC, 151-fold), PA14mexEF+ (mexE, 411-fold), and PA14mexXY+ (mexY, 24-fold) that indi-
vidually overexpress a different efflux pump, in the absence of CNA.

CNA induces antibiotic resistance. Because these efflux pumps mediate antibiotic
resistance when overproduced, we determined the susceptibility of CNA-challenged
strain PA14 to some of their substrates, by the dilution method in Mueller-Hinton agar
medium (Table 1). In concordance with CNA-induced expression of MexAB-OprM, MICs
of ticarcillin, aztreonam, and ceftazidime increased up to 4-fold in the presence of 128
to 512 wg/ml biocide. In contrast, the MICs remained unchanged in bacteria lacking the
mexAB genes (PAT14AAB) or in mutant PAT4mexAB+ that constitutively overexpresses
operon mexAB-oprM as a result of repressor MexR alteration (Table 1). CNA-promoted
resistance to meropenem, another substrate of MexAB-OprM, was not totally sup-
pressed in PAT4AAB because of MexT-dependent downregulation of the gene encod-
ing the carbapenem-specific porin OprD (from 5- to 7-fold with respect to nonexposed
PA14AAB). As demonstrated elsewhere, the LysR-type regulator MexT positively con-
trols the expression of operon mexEF-oprN and conversely represses gene oprD activity
(27).

Seemingly concordant with CNA activating the efflux system MexXY/OprM, MICs of
two of the pump substrates, namely, gentamicin and tobramycin, were increased 2-
and 4-fold, respectively, in response to CNA exposure (=256 ug/ml). However, this
effect was no longer observed in the mexXY-overexpressing mutant PA14mexXY+ and
was not abolished in mexXY deletion mutant PA14AXY either, thereby clearly indicating
intervention of a mechanism different from MexXY/OprM in CNA-promoted resistance
to aminoglycosides (Table 1).

Finally, strain PA14 susceptibility to ciprofloxacin, a fluoroquinolone actively ex-
ported by MexEF-OprN (28), and to a lesser extent by MexAB-OprM, MexCD-OprJ, and
MexXY/OprM (29), was reduced up to 8-fold upon CNA challenge. This enhanced
resistance could not be cancelled by single or double pump deletions but was
suppressed in the quadruple mutant PAT4AAB/XY/EFN/CDJ (Table 1). Interestingly, this
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TABLE 1 Influence of CNA on MICs of antibiotics
MIC® (ng/ml) of antibiotics for strain:

CNA PA14AAB/ PA14AAB/
Antibiotic®  (ug/ml) PA14 PA14AAB PA14AarmR PA14mexAB+ PA14AXY PAl14mexXY+ PA14AEFN PA14mexEFN+ EFN XY/EFN/CDJ
Ticarcillin 0 16 8 16 128
128 32 8 16 128
256 64 8 16 128
512 64 < < 128
Aztreonam 0 4 0.25 4 32
128 8 0.25 4 32
256 16 0.25 4 32
512 16 < < 32
Meropenem 0 0.5 0.125 0.5 2
128 2 0.25 0.5 2
256 4 0.25 1 2
512 2 < 1 2
Ceftazidime 0 1 0.25 1 4
128 1 0.25 1 4
256 2 0.25 1 4
512 2 € 1 4
Gentamicin 0 1 1 0.25 4
128 1 1 0.25 4
256 2 2 0.25 4
512 2 2 0.5 4
Tobramycin 0 0.5 0.5 0.25 2
128 0.5 0.5 0.25 2
256 1 1 0.5 2
512 2 2 1 2
Ciprofloxacin 0 0.125 0.125 0.125 0.5 0.125 0.5 0.125 4 0.06 =0.03
128 05 05 0.5 1 0.5 0.5 0.5 4 0.25 =0.03
256 1 1 1 1 1 1 0.5 4 < <
512 1 < 1 1 1 1 0.5 4 < <

aTicarcillin, aztreonam, meropenem, and ceftazidime are substrates of MexAB-OprM; gentamicin and tobramycin are substrates of MexXY/OprM; and ciprofloxacin is a
substrate of the 4 efflux pumps.

bMIC values in boldface indicate an increase in bacterial resistance due to the presence of CNA.

Bacterial growth was inhibited by 256 or 512 ug/ml CNA.

highly efflux-deficient mutant was more susceptible to CNA than its wild-type parent
PA14 and could not grow in the presence of CNA concentrations higher than 128 ug/
ml. Furthermore, strongly suggesting a contribution of efflux systems MexAB-OprM and
MexEF-OprN to the intrinsic resistance of P. aeruginosa to CNA, the double mutant
PA14AAB/EF was unable to develop on 256 ug/ml either.

To check whether or not the antagonistic interactions observed between CNA and
efflux substrates were specific to the PA14 genetic background, double-disk antago-
nism tests were performed with ciprofloxacin on clinical (PAO1 and LESB58) and
environmental (1393, 1349, and 1429) strains (listed in Table S1 in the supplemental
material). In agreement with our previous results, CNA induced a resistance to cipro-
floxacin in all the five strains tested (see Fig. S2 in the supplemental material).

Efflux systems provide a protection against CNA. The susceptibility of deficient
and overproducing efflux pump mutants to CNA was first assessed by the dilution
method in Mueller-Hinton agar. MexAB-OprM was the only system studied whose
inactivation resulted in a modest but reproducible decrease in resistance to CNA (MIC
equal to 512 ug/ml versus 1,024 ug/ml for its wild-type parent PA14) (see Table S2 in
the supplemental material). Suppression of operon mexEF-oprN in the AmexAB back-
ground (mutant PAT4AAB/EFN) further lowered CNA MIC from 512 to 256 wg/ml, thus
confirming a role for MexEF-OprN in the intrinsic resistance to this compound only
when MexAB-OprM is inactive. In contrast, deletion of mexCD-opr) or mexXY had
virtually no impact on the susceptibility of P. aeruginosa to CNA when single (PA14ACDJ
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FIG 2 Bactericidal activity of CNA on P. aeruginosa. Bioluminescent strain PA14-lux and its derived mutants
PA14AAB-lux, PATAAEFN-Iux, PAT4AXY-lux, PAT4ACDJ-lux, and PA14AAB/EFN/XY/CDJ-lux were cultured to mid-log
phase and then challenged with 700 ng/ml CNA. Bioluminescence (Log RLU), used as an indicator of cell survival,
was recorded in triplicate during 5 h. RLU values are mean values * standard deviations. A bioluminescence

threshold was established with sterile MHB (shaded zone).

and PA14AXY), double (PA14AXY/CDJ and PAT4AEFN/XY), and triple mutants
(PAT4AAB/EFN/XY) were compared with their mexCD-oprJ and mexXY proficient coun-
terparts (Table S2). Finally, the quadruple mutant PAT4AAB/XY/EFN/CDJ showed the
highest susceptibility to the electrophile (MIC equal to 128 ug/ml).

To confirm these results, we carried out time-kill experiments on bioluminescent
strain PA14-lux and various efflux-deficient derivatives. CNA was added to bacterial
cultures in Mueller-Hinton broth at 700 wg/ml since a concentration of 1,024 ug/ml
appeared to be too bactericidal and 512 ug/ml was unable to kill PA14-/ux significantly
(see Fig. S3 in the supplemental material). Compared with wild-type strain PA14,
inactivation of pump MexEF-OprN (mutant PAT4AEFN), MexCD-OprJ (PA14ACD)), or
MexXY/OprM (PA14AXY) had only a modest impact on bacterial killing (Fig. 2). Two
hours postexposure, a regrowth of all the mutants occurred as for PA14. The bacteri-
cidal activity of CNA was much stronger on mexAB-deleted mutants PA14AAB,
PA14AAB/EFN (not shown), and PAT14AAB/EFN/CDJ/XY, with a shift in bioluminescence
of =4 log,, relative light units (RLUs) within the first 60 min of treatment (Fig. 2).
Drug-free Mueller-Hinton agar (MHA) plates inoculated with culture samples of the
quadruple mutant collected 18 h after CNA addition remained sterile, thus demon-
strating a complete killing of these efflux-deficient bacteria. Altogether, these data
highlighted the predominant role played by MexAB-OprM in CNA tolerance, compared
with the other efflux systems investigated. However, contrasting with these observa-
tions, none of the efflux pump-overproducing mutants, including PA14mexAB+, ap-
peared to be more resistant to this toxic agent than PA14 (Table S2). As mentioned
previously (Fig. 1), mexB expression levels were quite similar in the CNA-exposed PA14
strain (t;smin) and in PA14mexAB™, which supports the notion that MexAB-OprM
contributes similarly to the bacterial resistance against the biocide, whether its dys-
regulation is induced or mutational. Of note, MICs of CNA were lower for PA14mexCD+
than for wild type PA14 (512 ug/ml versus 1,024 ug/ml) likely because of the impaired
activity of MexAB-OprM in this nfxB mutant (26).

CNA induces mexAB-oprM expression via the ArmR regulatory pathway. In
order to determine which regulatory circuitry activates MexAB-OprM production upon
CNA stress, we measured the mRNA levels of genes known to control either positively
(cpxR and armR) or negatively (mexR, ampR, nalC, nalD, mexT, and mdrR1) the mexAB-
oprM operon (Table 2). Among this set of genes, only those of the NalC regulatory
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TABLE 2 Expression of operon mexAB-oprM regulatory genes after exposure of strain PA14 to 256 or 512 pg/ml of CNA

Antimicrobial Agents and Chemotherapy

Transcript levels after:®
Regulatory genes

by type 15 min 30 min 1h Target of the regulator Reference
Repressor
mexR 25 (40) 2.9 (8.4) 2.3 (5.6) Distal promoter of mexAB-oprM 50
nalC 21 (14.7) 1.1 (3.5) 1.1 (1.2) Promoter of PA3720-armR 51
nalD 2.2 (2.4) 0.9 (1.2) 0.9 (0.7) Proximal promoter of mexAB-oprM 52
ampR 3(2.7) 1 (0.6) 1(0.5) Promoter of mexAB-oprM 53
mexT 7.7 (1.8) 4.3 (0.4) 1 (0.6) Promoter of mexAB-oprM 54
mdrR1 1.8 (0.8) 2(1.2) 0.6 (1.1) Proximal promoter of mexAB-oprM 55
Activator
cpxR 1.7 (1.1) 1 (0.6) 1 (0.8) Distal promoter of mexAB-oprM 56
Antirepressor
armR 61 (95) 1.9 (43) 1.2 (7.5) MexR protein 30
PA3720 206 (255) 46 (218) 20 (144) Unknown function (in operon with armR)

aRegulatory genes implicated in modulation of MexAB-OprM under biofilm conditions (5) were not evaluated here (rocS2-A2 and briR). Repressors MdrR1 and MdrR2
are both required in strain PAO1 for binding to the promoter region of mexAB-oprM (55). However, only mdrR1 expression could be measured because gene mdrR2 is

absent from the genome of PA14.

bMean value expressed as a ratio to that of PA14 when grown in MHB broth containing 1% DMSO. Values in bold face highlight the increased expression of

regulatory pathway nalC-PA3720/armR-mexR. Values outside and within the parentheses correspond to 256 and 512 pg/ml of CNA, respectively.

pathway increased rapidly and strongly when strain PA14 was submitted to 256 or
512 pg/ml of biocide, namely, mexR, nalC, armR, and PA3720. Fully consistent with our
previous results (Fig. 1), this burst in efflux-related gene expression was transient and
no longer visible at t,,, except for PA3720, a gene of unknown function. Genes PA3720
and armR form an operon whose transcription is repressed by the product of diver-
gently oriented gene nalC (see Fig. S4 in the supplemental material) (30). Confirming
the role of the ArmR/NalC pathway in the adaptive response of P. aeruginosa to CNA,
gene mexB expression remained unchanged in mutant PA14AarmR exposed to a
concentration of 256 ug/ml (1.3-fold versus 8-fold in PA14), as were the MICs of
MexAB-OprM substrates ticarcillin, aztreonam, and ceftazidime (Table 1). As expected,
deletion of armR had no impact on bacterial resistance to gentamicin, tobramycin, and
ciprofloxacin which are preferred substrates of pumps MexCD-OprJ, MexEF-OprN,
and/or MexXY/OprM and had only a partial influence on meropenem MICs because of
MexT-dependent negative control of porin OprD-encoding gene (27) (Table 1).

CNA is degraded by P. aeruginosa. The observation that several Mex systems were
transiently activated upon CNA exposure suggested that the biocide might be trans-
formed into less toxic metabolites by non-efflux-based detoxifying mechanisms. The
CNA molecule has two electrophilic reactive sites, namely, a conjugated double bond
and an aldehyde group, that can react with nucleophilic molecules (e.g., proteins,
reduced glutathione, and DNA) to form cinnamic alcohol (CN-OH), cinnamic acid, and
adducts (31). Visvalingam et al. found that E. coli is able to enzymatically convert CNA
into cinnamic alcohol through dehydrogenases/reductases YghD and DkgA (32). To
determine if a similar inactivation process exists in P. aeruginosa, we analyzed the
composition of culture supernatants of CNA-exposed strain PA14 by thin-layer chro-
matography (TLC). Fig. 3 shows that CNA started to quantitatively decrease after 1 h of
incubation and was no longer detectable after 3 h, while the amounts of cinnamic
alcohol (CN-OH) increased. After 24 h, this metabolite could not be detected in the
supernatants either (Fig. 3).

As an indication that CN-OH is somewhat less toxic than CNA toward P. aeruginosa,
the MIC of this compound was 2-fold higher than that of CNA (Table S2). Induction of
mexB, mexC, mexE, and mexY expressions by 256 (0.125X MIC) or 512 ug/ml (0.25X
MIC) CN-OH was assessed by RT-qPCR after 15 min of contact with bacteria. Only gene
mexB was activated by CN-OH (up to 9.5-fold at 512 wg/ml) with respect to an
unexposed control, which is a result that suggests that the aldehyde group of CNA
(lacking in CN-OH) partially supports the toxic and efflux-inducing activities of the

October 2019 Volume 63 Issue 10 e01081-19

aac.asm.org 6


https://aac.asm.org

Induction of Resistance by Cinnamaldehyde

(A) Controls (B) PA14 supernatant after

Oh 1h 3h  24h
o

X H
4_

cinnamaldehyde

XN
<_©/\/\OH

cinnamic alcohol

CNA + - + + + + +
CN-OH - + + - - - -

FIG 3 TLC of cinnamaldehyde metabolites. Samples were chromatographed on thin-layer plates (Alu-
gram Xtra SIL G UV254), developed with cyclohexane:ethyl acetate (7:2, vol:vol). (A) Separation and
detection of standards (10 ug CNA, 10 ug cinnamic alcohol [CN-OH], and a mixture of 10 ug CNA +
10 ug CN-OH), and (B) detection of CNA metabolites in the supernatant of PA14 growing medium O, 1,
3, and 24 h postexposure to CNA at 512 ug/ml.

biocide. Upregulation of MexAB-OprM by CN-OH at 256 or 512 ug/ml was correlated
with a significant augmentation (2- to 4-fold) of PA14 resistance to the pump substrates
(see Table S3 in the supplemental material).

DISCUSSION

Cinnamon bark oil is traditionally used in anti-infective tropical medicine and tends
to be a substitute for antibiotics to fight mild infections in nontropical areas. Its main
component, CNA, displays a quite strong inhibitory activity against a variety of bacterial
pathogens, including Listeria monocytogenes (33), Clostridium botulinum, Staphylococcus
aureus, E. coli O157:H7, Salmonella enterica serovar Typhimurium (33, 34), and P.
aeruginosa (35). Because of its highly bioreactive aldehyde group, CNA interacts with
multiple cellular components and functions, including membrane lipids, ATPases, and
cell division (36, 37). Furthermore, by antagonizing the quorum sensing regulatory
systems of P. aeruginosa, CNA has potentially interesting properties to treat biofilm-
associated infections (38). However, a previous study showed that its bactericidal
activity against the microorganism is not potentiated by antibiotics, except colistin in
a minority of clinical isolates (39).

Reminiscent of the action of some other essential oils (13, 14), we found that P.
aeruginosa adapts to relatively elevated CNA concentrations by upregulating several
Mex pumps, of which MexAB-OprM is essential for its survival. Such a multipump
activation likely results from a global response to the stress generated by CNA (23). The
energy cost of such a high efflux activity might explain the transient growth arrest
observed during the first hour of CNA exposure. In agreement with this, the decline in
expression of genes mexB, mexC, and mexE was concomitant with the recovery of
bacterial multiplication (Fig. 1 and Fig. S1). However, the respective contribution of
MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN, and MexXY/OprM to the extremely fast ad-
aptation process to CNA remains to be clarified, as the kinetics and degree of upregu-
lation of these systems were somewhat different. Compensation of one pump with
another at a certain time point of CNA treatment cannot be excluded, as an inverse
correlation between the activity of several Mex systems has been noted in single pump
deletion mutants (40). Since the expression of operons mexCD-oprJ, mexEF-oprN, and
mexXY was unaffected in bacteria challenged with the CNA metabolite CN-OH, one can
assume that their transient activation in CNA-treated cells is due to CNA and not
CN-OH. This working hypothesis would not hold for mexAB-oprM, the transcription of
which was still induced by CN-OH exposure.

E. coli encodes several dehydrogenases/reductases, some of them (YghD, DkgA, and
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YahK) being implicated in the biotransformation of CNA into CN-OH (32, 41). YahK, a
cinnamyl alcohol dehydrogenase (CAD family), shares 67% amino acid sequence iden-
tity with a predicted protein, PA2275, from P. aeruginosa. Since the PA2275-encoding
gene was highly overexpressed in bacteria exposed to CNA (23), we constructed a
deletion mutant (PA14A2275) to better assess its physiological function. The deletion
had virtually no impact on the formation of CN-OH (observed by thin-layer chroma-
tography at t,,, postexposure; data not shown), indicating that one or several PA2275-
independent pathways operate in CNA degradation.

An interesting issue is to understand how CNA can trigger the activation of so many
efflux pumps in P. geruginosa. As depicted in Fig. 3, the CNA molecule contains both an
electrophilic aldehyde group and a lipophilic aromatic ring. The effectiveness of some
lipophilic antimicrobial agents relies on their ability to readily dissolve into and/or to
interact with bacterial membranes (42). For example, membrane-damaging agents,
such as chlorhexidine (20) and benzalkonium chloride (43), are known inducers of
operon mexCD-opr) expression. As demonstrated previously in our laboratory, the
aldehyde group of glyoxal or methylglyoxal strongly activates the production of
MexEF-OprN and MexXY/OprM in treated bacteria (23). In agreement with these data,
the present study shows that the conversion of the aldehyde group to a hydroxyl group
abolishes the capacity of CNA to upregulate MexCD-OprJ, MexEF-OprN, and/or MexXY/
OprM. Cinnamic acid and hydrocinnamic acid which are closely related to CNA but
possess a carboxylic group in place of the aldehyde group also failed to induce the
expression of these 3 pumps (data not shown).

The phenyl ring, which is shared by CNA and CN-OH molecules, likely plays a major
role in the MexAB-OprM dysregulation. Indeed, phenolic acids have the capacity to
induce the expression of operon acrAB-tolC (encoding a MexAB-OprM homolog) in
Erwinia chrysanthemi (44) and pentachlorophenol triggers that of operon mexAB-oprM
in P. aeruginosa (45). In line with the latter example, the aromatic ring of CNA and
CN-OH would interact with repressor NalC, allowing antirepressor ArmR to be pro-
duced, with subsequent mexAB-oprM overexpression (45). However, it remains unclear
why gene mexB expression dropped rapidly (t;,), while CNA and CN-OH were still
quantitatively present in the culture medium of challenged bacteria (i.e., the persis-
tence of the phenyl moiety of CNA should have still stimulated mexAB-oprM transcrip-
tion).

CNA-exposed bacteria were more resistant (up to 4-fold) to major antipseudomonal
B-lactams, in part because of the higher efflux activity of MexAB-OprM. On the other
hand, the mechanisms involved in CNA-dependent induction of resistance to amino-
glycosides (up to 4-fold) remain to be fully elucidated. Thus, despite notable anti-
infective properties, the major component of cinnamon bark oil may potentially cause
therapeutic problems if used in combination with antibiotics to fight P. aeruginosa
infections. Its bactericidal effects on the pathogen are transient because of defense
mechanisms involving several efflux systems and a still unknown degradation pathway.
Clearly, MexAB-OprM is a key element of the adaptive response to CNA in P. aeruginosa.
Whether this system is able to efflux CNA or some of its metabolites warrants further
investigations. The possibility that CNA selects MexAB-OprM-overproducing mutants in
vivo should also be addressed to avoid the emergence of multiple resistance to
antibiotics, especially in cystic fibrosis patients who use quite high doses of essential
oils to control or prevent lung colonization by P. aeruginosa. From a more general
perspective, a better knowledge of in vivo concentrations of the major components of
essential oils would certainly be useful to establish whether these concentrations can
be therapeutically relevant or, in contrast, would antagonize the efficacy of antibiotics.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains, plasmids, and growth conditions. The reference strains, mutants, and plasmids
used in this study are listed in Table S1. All the bacterial cultures were incubated at 37°C in Mueller-
Hinton broth (MHB) with adjusted concentrations of Ca2* (from 20 to 25 pug/ml) and Mg?* (from 10 to
12.5 ug/ml) (Becton, Dickinson and Company, Cockeysville, MD) or on Mueller-Hinton agar (MHA)
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(Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) supplemented with antibiotics when required. Cinnamaldehyde
(CNA), cinnamic alcohol (CN-OH), and dimethylsulfoxyde (DMSO) were obtained from Sigma-Aldrich.

Construction of PA14 efflux-defective mutants. In order to study the role of active efflux in
bacterial tolerance to CNA, overproducing and defective efflux mutants were constructed from wild-type
strain PA14. Spontaneous efflux-overexpressing mutants were selected on MHA plates containing
64 ng/ml ticarcillin (MexAB-OprM overproducers), 2 ug/ml gentamicin (MexXY/OprM), and 2 ug/ml
ciprofloxacin (MexCD-OprJ or MexEF-OprN). After confirmation of gene mexB, mexY, mexC, or mexE
overexpression by real-time quantitative PCR (RT-qPCR) and appropriate primers (see Table S4 in the
supplemental material), a clone of each selection panel was randomly chosen to identify its mutation.
Sequencing experiments with primers listed in Table S4 revealed that all of the tested clones exhibited
nonsynonymous mutations in known regulatory genes (5), including A3-bp in mexR (mutant
PA14mexAB+), A620-bp in mexZ (PA14mexXY™*), Q,,sStop in nfxB (PA14mexCD*), and +1-bp in mexS
(PAT14mexEF+).

Single mexAB, mexXY, and mexCD-oprJ) deletion mutants were constructed from PA14 (PA14AAB,
PA14AXY, and PAT4ACDJ, respectively) using overlapping PCRs and recombination events, according to
the protocol of Kaniga et al. (46) modified by Richardot et al. (25). The allelic exchanges were checked
by PCR. Sequencing experiments confirmed the deletion of 5,238 bp in gene mexAB, 3,750 bp in gene
mexXY, and 5,705 bp in operon mexCD-oprJ. A mutant lacking the entire operon mexEF-oprN (PAT4AEFN)
was already available in the laboratory (23). Double (PAT14AAB/EFN, PAT14AEFN/XY, and PAT4AXY/CD)),
triple (PAT4AAB/EFN/XY), and quadruple (PAT4AAB/EFN/XY/CDJ) mutants defective in several Mex
pumps were successively obtained by using the same approach as described above (Table S1). Likewise,
a fragment of 289 bp was deleted from regulatory gene armR in wild-type strain PA14 (PA14AarmR).

Drug susceptibility testing. The MICs of selected antibiotics were determined by the standard serial
2-fold dilution method in MHA with inoculums of 104 CFU per spot, as recommended by the CLSI (47).
Bacterial growth was visually assessed after 18 h of incubation at 37°C. To confirm the results, MIC
experiments were performed in triplicate. To evaluate the impact of main cinnamon oil components on
antibiotic resistance, drug MICs were determined by using a MHA medium supplemented with subin-
hibitory concentrations of CNA or CN-OH (128, 256, or 512 ug/ml in 1% DMSO). A negative control with
1% DMSO only was made in parallel. CNA-induced resistance to antibiotics was also investigated by a
double-disk antagonism test on MHA, with PA14 and efflux-defective mutants. Disks loaded with 10 mg
CNA were deposited onto the surface of seeded MHA plates at an appropriate distance from antibiotic
disks (Bio-Rad). The flattening of inhibition zone in the direction of CNA disk was interpreted as
CNA-induced resistance to the tested antibiotic.

RT-qPCR experiments. Specific gene expression levels were measured by real-time quantitative PCR
(RT-qPCR), as previously described (25). RNA was reverse transcribed with ImProm-Il reverse transcriptase
as specified by the manufacturer (Promega, Madison, WI). The amounts of specific cONA were quantified
on a Rotor Gene RG6000 instrument (Qiagen, Courtaboeuf, France) by using the QuantiFast SYBR green
PCR kit (Qiagen) and primers annealing to the target genes (Table S4). For each strain, the mRNA levels
of target genes were normalized to that of housekeeping gene rpsL and were expressed as a ratio to the
transcript levels of strain PA14. Mean gene expression values were calculated from two independent
bacterial cultures and each assayed in duplicate. As shown previously, transcript levels of mexB of
=3-fold, mexY of =5-fold, and mexC and mexE of =20-fold those of PA14 were considered significantly
increased because they were associated with a =2-fold higher resistance to the substrates of their
respective pumps (25, 48).

Killing experiments with CNA. Strain PA14 and its deletion mutants were rendered bioluminescent
by using plasmid pUC18T-MiniTn7-P1-lux propagated in Escherichia coli strain XL1-Blue, as described by
Damron et al. (49). Chromosomal integration of pUC18T-MiniTn7-P1-lux (Table S1) was obtained after
quadripartite mating as it first requires the mobilization genes of plasmid pRK2013 (from E. coli HB101)
for transfer and then a transposase encoded by plasmid pTNS3 (from E. coli DH5«) for its insertion into
the P. aeruginosa genome. Overnight cultures of PA14-lux derivatives were diluted into fresh MHB up to
an Agoonm Of 0.1. The bacteria were cultured aerobically at 37°C for 2.5 h (Agonms 0-8) prior to the addition
of CNA at a final concentration of 700 wg/ml. The bioluminescence of strains was monitored over a 5-h
time course, in white 96-well assay plates (Corning, NY, USA), with a Synergy H1 microplate reader (Biotek
Instruments, Winooski, USA) set at a gain value of 150, read height of 7 mm, and integration time of 1s.
The killing curves presented are based on 3 independent experiments. Previous experiments demon-
strated a linear relationship between bioluminescence (log of RLU) and the number of cultivable bacteria
between 4 and 9 log,, CFU/ml, with the equation log,, (CFU) = 1.202 X log,, (RLU) + 1.7843 and with
R? of 0.9897.

Metabolite extraction and detection using thin-layer chromatography. Standard working solu-
tions of CNA, cinnamic alcohol, and cinnamic acid were prepared by diluting aliquots of >98% stock
solutions in methanol. Overnight bacterial cultures were diluted into 25 ml of fresh MHB and incubated
with shaking (250 rpm) at 37°C. When the cultures reached an absorbance of Ay, Of 0.8, CNA was
added to a final concentration of 512 pg/ml. Aliquots were removed at ty,, t,},, t5,, and t,,;, postexposure,
and the growth medium was collected by centrifugation and filtration through two filters of 0.45- and
0.2-um pore size. An organic extraction was repeated 5 times using 0.5 ml dichloromethane (for a total
volume of 2.5 ml). The organic fractions were pooled and dried overnight in a chemical hood and were
finally redissolved in 50 ul of methanol.

TLC. Organic fractions and standards were diluted (1:1,000) in methanol and filtered on PHENEX PTFE
syringe 0.2-um-pore-size filters (Phenenomenex, Le Pecq, France). A fraction of 10 ul was sprayed as
8-mm bands on a TLC plate (Alugram Xtra SIL G UV254; Macherey-Nagel) using an automatic sampler
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(ATS4; Camag, Moirans, France) connected to visionCATS Camag TLC software v2.4. The TLC plate was
developed in an automatic developing chamber (ADC 2; Camag) with a mobile phase containing
cyclohexane:ethyl acetate (7:2) over a 70-mm developing distance. Spots were observed using UV light
at 254 nm (CV-415.LS; Uvitech, England).

SUPPLEMENTAL MATERIAL

.01081-19.

SUPPLEMENTAL FILE 1, PDF file, 1.8 MB.
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TABLE S1 Strains and plasmids used in the study

Strains Description References
Pseudomonas aeruginosa
PA14 Wild type reference strain, susceptible to antibiotics (2)
PA14AAB PA14-derived mexAB deletion mutant This study
PA14AEFN PA14-derived mexEF-oprN deletion mutant (2)
PA14AXY PA14-derived mexXY deletion mutant This study
PA14ACD) PA14-derived mexCD-oprJ deletion mutant This study
PA14AAB/EFN PA14-derived mexAB and mexEF-oprN deletion mutant This study
PA14AEFN/XY PA14-derived mexEF-oprN and mexXY deletion mutant This study
PA14AXY/CDJ PA14-derived mexXY and mexCD-oprJ deletion mutant This study
PA14AAB/EFN/XY PA14-derived mexAB, mexEF-oprN and mexXY deletion mutant This study
PA14AAB/EFN/XY/CDJ PA14-derived mexAB, mexEF-oprN, mexXY and mexCD-opr) This study
deletion mutant
PA14-lux Bioluminescent strain PA14 This study
PA14AAB-lux Bioluminescent strain PA14AAB This study
PA14AEFN-lux Bioluminescent strain PA14AEFN This study
PA14AXY-lux Bioluminescent strain PA14AXY This study
PA14ACDJ-lux Bioluminescent strain PA14ACD) This study
PA14AAB/EFN-lux Bioluminescent strain PA14AAB/EF This study
PA14AEFN/XY-lux Bioluminescent strain PA14AEFN/XY This study
PA14AAB/EFN/XY/CDJ-lux Bioluminescent strain PA14AAB/EFN/XY/CDJ This study
PAl14mexAB+ PA14-derived mutant overproducing MexAB-OprM This study
PAl14mexEF+ PA14-derived mutant overproducing MexEF-OprN (3)
PAl4mexXY+ PA14-derived mutant overproducing MexXY/OprM This study
PA14mexCD+ PA14-derived mutant overproducing MexCD-Opr) This study
PAO1 Clinical strain isolated from a wound (Melbourne) B. Holloway
LESB58 Clinical strain isolated from cystic fibrosis patient (Liverpool) C. Winstanley
1393 Environmental strain isolated from surface water (France) This study
1349 Environmental strain isolated from surface water (France) This study
1429 Environmental strain isolated from surface water (France) This study
Escherichia coli
DH5a F- p80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17(rk, Invitrogen
mk+) phoA supE44 thi-1 gyrA96 relA1 A
CC118Apir CC118 lysogenic for phage Apir (4)
HB101 SubE44 subF58 hsdS3(rg” mg’) recA13 ara-14 proA2 lacY1 galk2 (5)
rpsL20 xyl-5 mtl-1
DH5a(pTNS3) Strain DH5a containing helper plasmid pTNS3 for chromosomal (6)
insertions (encoding the Tn7 site-specific transposition pathway,
AmpF)
HB101(pRK2013) Strain HB101 containing helper plasmid pRK2013 for conjugation (7)
(mob1, tral, colE1, Kan®)
CC118Apir(pKNG101) Strain CC118Apir containing suicide vector pKNG101 (oriR6K, (8)

XL1-Blue(pUC18T-
MiniTn7-P1-lux)

sacB, Strk)

Strain XL1-Blue containing self-proficient integration vector
pUC18T-MiniTn7-luxCDABE (viral promoter P1, AmpR, GenR)

(9)

AmpR, KanR, StrR, GenR: selective plasmid markers conferring resistance to ampicillin, kanamycin, streptomycin and

gentamicin, respectively.



TABLE S2 Susceptibility of PA14 derived mutants to CNA (cinnamaldehyde) and CN-OH (cinnamic alcohol)

Stains MIC of CNA (pg/ml) MIC of CN-OH (pg/ml)
PA14 1,024 2,048
Efflux-deficient mutants of PA14

PA14AAB 512 1,024
PA14AEFN 1,024 2,048
PA14AXY 1,024 2,048
PA14ACDJ 1,024 2,048
PA14AEFN/XY 1,024 2,048
PA14AAB/EFN 256 1,024
PA14AXY/CDJ 1,024 2,048
PA14AAB/EFN/XY 256 1,024
PA14AAB/EFN/XY/CDJ 256 1,024
Mex pump overproducing mutants of PA14

PAl14mexAB+ 1,024 2,048
PAl4mexEF+ 1,024 2,048
PAl4dmexXY+ 1,024 2,048
PA14mexCD+ 512 512

MICs lower than that for reference strain PA14 are indicated in italic to highlight the role of efflux in CNA or CN-
OH tolerance.



TABLE S3 Impact of cinnamic alcohol (CN-OH) on antibiotic resistance and efflux gene transcription in strain PA14

Minimal Inhibitory Concentrations Efflux genes expression levels
(ng/ml)? 15 min after treatment ®
CN-OH (pg/ml) TIC CAZ MEM CIp GEN mexB mexC mexE mexY
0 16 1 0.5 0.125 1 1.0 1.2 0.9 0.9
256 64 1 0.5 0.125 1 6.4 0.5 35 1.6
512 64 2 1 0.25 1 9.4 0.7 9.4 1.9

aTIC: ticarcillin, CAZ: ceftazidime, MEM: meropenem, CIP: ciprofloxacin are substrates of MexAB-OprM. GEN: gentamicin is a
substrate of MexXY/OprM.

bexpressed at a ratio to the expression level at to.

Values in bold face highlight a significant increase compared with the negative control not exposed to CN-OH.



TABLE S4 Primers used for gene inactivation, RT-gPCR and sequencing experiments

Primer Sequence (5’ 3’) Tm (°C) Source
Genes inactivation (complementary regions are in red and green colors)

mexAB

iPA14mexAB-1 GGCGTTTTTCATTGTGCTTC 59 Smaltis
iPA14mexAB-2 ACCGA AGCGTTGTCCTCA 72

iPA14mexAB-3 TCGGTACCGGCGTGAT 73 Smaltis
iPA14mexAB-4 GTAGCTGCGCTGGGTCAG 59

mexXY

iPA14mexXY-1 CCAGCAAGAGGTAGGGAGAA 62 This study
iPA14mexXY-2 AGGGATAGCCGGCGCGACAGTAGCATATAA 59

iPA14mexXY-3 TGTCGCGCCGGCTATCCCTCGTTCAACCT 62 This study
iPAl4mexXY-4 AACAGCGGTACCAGGAACAC 62

mexCD-opr)

iPA14mexCDJ-1 ACCAGGAATACCAGCAGCTC 60 This study
iPA14mexCDJ-2 GCTCCGTTTCCTATTGCACGCAAATCA 60

iPA14mexCDJ-3 ATAGGAAACGGAGCCTGGTGGTACAT 60 .
iPA14mexCDJ-4 CAACCCTGAACCGTCATTG 60 This study
armR

iPAl4armR-1 CTGTTTTGGCAAGCACTTCC 60 This study
iPAl4armR-2 TCTGATAGCGTCACCAGTTCATCCCCGTC 59

iPAl4armR-3 ACTGGTGACGCTATCAGAATCCGCGCAGA 60 This study
iPAl4armR-4 GATTCCGCCTGCCATGAAG 60

RT-qPCR

mexR-F GAACTACCCCGTGAATCCCG 60 .
mexR-R CGGACCAGGTTTCTTCCCTC 60 This study
cpXxR-F TTGAGCAGTTCCAGGCCG 60 This study
cpxR-R GCTGTTGATCGACGATGACC 60

ampR-F CTGTGTGACTCCTTCGACCG 60 This study
ampR-R GGTTGTTGTGGGTGGACAGG 60

nalD-F AGATGCTCAACCAGGTACGC 60 This study
nalD-R GTTCCTCGGTGAATTCGCAAC 60

nalC-F CTTCCTCACCAGCCTGCTC 60 This study
nalC-R ATCTCGAGAAACTGGCAGGC 60

PA3720-F GATGCCTTTCCCCTGGTCC 60 This study
PA3720-R GCTGGCGATTTTCCTTGAGC 60

armR-F CAACAAACCGTCCCGCACCGA 60 This study
armR-R TCAGTAGAAGTGCTCGCCGTAGAGG 60

mexB1 ATCCGCCAGACCATCGCCA 60 (11)
mexB2 CATCACCAGGAACACGAGGAGG 60

mexY1A TTACCTCCTCCAGCGGC 60 (12)
mexY1B GTGAGGCGCGCGTTGTG 60

mexCl1 TGCGGATTTCACCCAGACC 60 (13)
mexC2 GGCCAAGGTGCCTTTCTTCA 60

mexE4 CCAGGACCAGCACGAACT 60 (13)
mexE5 CGACAACGCCAAGGGCGAGTTCACC 60

oprD1 ACCAACCTCGAAGCCAAGTA 60 (14)
oprD2 ACAGGATCGACAGCGGATAG 60

rpsL3 GCAACTATCAACCAGCTGGTG 60 (13)

rpsl5 GCTGTGCTCTTGCAGGTTGTG 60

Sanger sequencing

M13-R CAGGAAACAGCTATGAC 60 Eurogentech
M13-F CTGGCCGTCGTTTTA 60

mexZ1-PAl4 CAAGGTAGGCGGAGAAAACG 62 This study



mexZ2-PAl14
nfxB1-PA14
nfxB2-PA14
MexSCh1l
MexSCh2
MexSCh3
MexSCh4
MexSCh5
MexSCh6

CATTGGATGTGCATGGGTGT
CAAATCAGCCATGACACACC
CATCAACAGGACCAGCAACA
GAACAGGATCAGCAGGTTCA
CCACCGGGGTGAGTACCT
GTCTCGGCTTCGAACTGG
GGTGAAATCCATCAGGCAGT
GCAAGCTGGTGCTGTATGG
GAAGGCGACTTCGTCTGG

60
60
60
55
58
56
55
57
56

This study

(15)
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FIG S1 Growth of strain PA14 under the conditions used for RT-qPCR experiments. An initial inoculum
of Asoonm = 0.02 was cultured until Agoonm = 0.2. After addition of CNA or CN-OH (256 or 512 pg/mL;
white arrow), the culture was monitored during 5h in parallel with a negative control containing 1%
DMSO. Samples were collected at 15-, 30- and 60-min post-exposure (black arrows) for RNA extraction.



FIG S2 Induction of ciprofloxacin resistance by CNA assessed on three clinical reference strains (PA14, PAO1 and LESB58), and three environmental strains
(1393, 1349 and 1429). A double-disk antagonism test using paper disks loaded with 10 mg CNA and 5 ug ciprofloxacin (a substrate of MexAB-OprM, MexCD-
OprJ, MexEF-OprN and MexXY/OprM), respectively shows a flattening of the inhibition zone around the ciprofloxacin disk facing the CNA disk (arrows). The
high susceptibility of LESB58 to CNA is possibly due to its inability to produce (i) the MexAB-OprM pump because of a mutation in the Ribosome Binding Site,
8-bp ahead of the ATG of mexA (AGGG instead of AGGA) and (ii) the MexEF-OprN pump due to inactivation of gene mexF by a E»4sStop mutation; resistance
to ciprofloxacin is due to a T83I substitution in GyrA (www.pseudomonas.com).
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FIG S3 Bactericidal effect of CNA on PA14. Bioluminescent strain PA14-/lux was cultured to mid-log
phase and then challenged with 0, 256, 512, 700, 1,024 or 2,048 ug/ml of CNA. Bioluminescence (Log
RLU), used as an indicator of cell survival, was recorded during 5 h. A bioluminescence threshold was
established with sterile MHB (shaded zone).
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FIG S4 In the absence of inducer (e.g., CNA), repressor NalC prevents production of anti-repressor
ArmR, thus allowing MexR to negatively control operon mexAB-oprM expression (16).
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3.1.3 Résultats complémentaires

Le CNA étant un composé parmi d’autres de I’'HE de cannelle, sa consommation sous forme
de produit purifié est peu probable. Nous avons donc réalisé des tests d’induction avec des
HEs de cannelle d’origines différentes et qui contiennent entre 52 et 80% de CNA.
L’antagonisme observé entre le CNA et la ticarcilline, substrat de MexAB-OprM, est maintenu
avec les différents échantillons (Figure 20).

A b
o ©O ® o
A\ A
® © ® O

Figure 20 : Induction de la résistance a la ticarcilline (TIC), visible par I'aplatissement du diamétre d’inhibition (fleche jaune),
au regard de disques imbibés (5ul, a gauche) de différentes HEs de cannelle : (1) Cannelle de Chine (Cinnamomum cassia) de
chez Pranarém [80,98% de CNA], (2) Canelle de Ceylan (C. verum ou C. zeylanicum) de chez Pranarém [64,38% de CNA], (3)
Canelle de Ceylan BIO de chez Golgemma [52,82% de CNA], en comparaison a un disque imbibé de CNA (4). Don de Jean-Marc
Bouvier, Pharmacie des Combes, Damprichard (Doubs).

Notre travail sur le CNA a mis en évidence un lien possible entre la structure chimique des
molécules inductrices et la réponse qu’elles provoquent chez P. aeruginosa. En 2012, Starr
avait déja observé la capacité inductrice des pentachlorophénols sur MexAB-OprM via NalC
(Starr et al., 2012). L’'année précédente, la méme observation avait été faite chez P. syringae
dont la pompe MexAB-OprM est induite par les flavonoides, une réponse médiée par PmeR,
un répresseur de la famille TetR (Vargas et al., 2011). Nous avons constaté au laboratoire, que
les dérivés du CNA tels que les acides cinnamique et hydrocinnamique ou méme |'alcool
cinnamique, tous porteurs d’un groupement phényl, provoquent le méme antagonisme vis-a-
vis des substrats de la pompe MexAB-OprM (résultats non montrés).

Le pouvoir inducteur du cycle phényl ou phénol, présent dans la structure de nombreux
composants d’HEs (carvacrol, thymol, créosol, eugénol, vanilline) (Rios 2016), a d’ailleurs été
testé en utilisant des fusions transcriptionnelles luminescentes destinées a objectiver
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I’expression de mexAB-oprM et de I'opéron PA3720-armR (Figure 21). Pour cela, nous avons
construit deux plasmides recombinants a partir du miniCTX-/ux. Dans le premier, le géne mexR
ainsi que la région promotrice de I'opéron mexAB-oprM ont été insérés en amont de I'opéron
luxCDABE. Dans 'autre, la région génomique contenant le gene nalC et I'opéron armR-PA3720
a été clonée en amont de /luxCDABE. Les deux fusions transcriptionnelles ont été transférées
dans PA14, et insérées dans le chromosome en une copie unique. La luminescence des
souches recombinantes ainsi obtenues (PA14::mexABM-lux et PA14 ::PA3720/armR-lux),
permettant respectivement de détecter I'activation de la région promotrice de mexAB-oprivi
ou celle de armR-PA3720, a été mesurée en temps réel ou aprés 18h de contact avec du CNA.
Notons que si l'induction passe par NalC, elle sera finalement détectée par les deux
constructions, alors que si I'induction passe par la région intergénique mexR-mexA, elle ne
sera détectée que par PA14::mexABM-lux. Ces deux fusions permettent donc d’étudier les
voies d’activation de la pompe MexAB-OprM.

’ ~<armR |<PA3720

=

mexA>| mexB >| oprM>-

B ~r
@P C i_fE_XQ__.ABEORem_>

MiniCTXLux-MexR

TuxCDABE operon | armR |<PA3720 g—*

MlnlCTXLux NalC

Figure 21 : Outils luminescents rapporteurs de la surexpression de mexAB-oprM. (A) : régulation de I'expression de mexAB-
oprM par les répresseurs NalC et MexR. (B): Schéma des deux plasmides rapporteurs permettant de mesurer I'activité du
promoteur de mexAB-oprM liée a MexR et celle du promoteur de PA3720- armR liée a NalC.

Pour tester la sensibilité des deux outils luminescents, nous avons mesuré le pouvoir inducteur
d’une molécule possédant une structure phénolique : la vanilline (Figure 22). Comme attendu,
I’exposition des souches recombinantes a la vanilline entraine une augmentation de la
luminescence du milieu 3-fois (PA14::mexABM-lux) a 5-fois (PA14 ::PA3720/armR-lux)
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supérieure a celle des souches non traitées, ceci dés les 15 premiéres minutes de contact.
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Figure 22 : Mise en évidence du pouvoir inducteur de la vanilline sur MexAB-OprM par les voies (A) MexR (PA14::mexABM-
lux) et (B) NalC (PA14 ::PA3720/armR-lux). Les histogrames représentent la luminescence émise en temps réel aprés contact
avec la vanilline (tg), normalisée par rapport au contréle DMSO (établi a 1). La luminescence a également été établie en point
final grdce a une caméra NighOwl sur des boites de Petri ensemencées en nappe avec les souches rapportrices contenant un
disque de vanilline au centre. La zone blanche correspond a I’émission de luminescence.

Afin de controler la spécificité des outils luminescents, nous avons testé le pouvoir inducteur
d’'une molécule dépourvue de structure phényl ou phénol: le citral (Figure 23). Nous
constatons |'absence d’induction de MexAB-OprM avec cette molécule utilisée a des
concentration subinhibitrices, ni dans les premieres heures de contact, ni aprés 18h, un
résultat qui sera confirmé dans la suite de ce travail (chapitre 3.3).
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Figure 23 : Contréle de luminescence des souches rapportrices de I'activité de MexAB-OprM par les voies (A) MexR
(PA14::mexABM-lux) et (B) NalC (PA14 ::PA3720/armR-lux), en présence de citral. Les histogrames représentent la
luminescence émise en temps réel aprés contact avec le citral (tp), normalisée par rapport au contréle CTRL (établi a 1). La
luminescence a également été établie en point final grdce a une caméra NighOwl sur des boites de Petri ensemencées en
nappe avec les souches rapportrices contenant un disque de citral au centre. L’absence de halo clair sur la boite indique une
absence d’induction.

Ces deux controles réalisés, nous avons pu tester une série de composés volatils issus d’HEs
de structures différentes. Les résultats obtenus ont été confirmés par la mesure de
I’expression du gene mexB par RT-gPCR et la détermination des CMIs des antibiotiques
substrats de la pompes MexAB-OprM, chez des bactéries exposées a ces molécules. Comme
I'indique le tableau 6, seuls les produits phénoliques testés sont capables de provoquer
I'activation de la pompe et d’entrainer 'augmentation de la résistance de la souche PA14 aux
substrats de celle-ci (ticarcilline et aztréonam).
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Tableau 6 : Impact des molécules extraites d’HEs sur PA14 (utilisées a des concentrations sub-inhibitrices)

Induction des opérons Expression

Molécules testées (RLU/Aso0, t=1(r),min) reI’;tive de CMI (ug/mL)

mexABM-lux armR/PA3720-lux mexB (t=10min) TIC ATM
Contréles
DMSO 1% 1 1 1 32 4
CNA 2,6 3 5,3 128 128
Citral 1,5 1,7 0,7 32 4
Molécules phénoliques
Vanilline 3 5,3 5,5 128 16
Eugénol 49 49 2,6 64 16
CN-OH 2,2 3 1.6 128 8
Créosol 3 3,4 3,3 128 16
Carvacrol 2,1 2,9 2,1 64 8
Molécules non-phénoliques
Citronellol 1,5 2,1 1 32 4
Citronellal 2 2,7 1 32 4
Géraniol 1,5 1,7 1,4 32 4

En caractére gras, les valeurs significativement augmentées (>2 pour mexABM-lux et >3 pour armR/PA3720-lux). CNA : cinnamaldéhyde ; CN-
OH : alcool cinnamique.

Plus loin, dans le chapitre 3.3, nous verrons que la fonction aldéhyde du CNA et d’autres
molécules aldéhydes extraites ou non d’HEs active d’autres systémes d’efflux (MexEF-OprN et
MexXY/OprM), via le régulateur transcriptionnel CmrA.
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3.2 Caractérisation de mutants résistants au
cinnamaldéhyde

3.2.1 Contexte et résumé
Apres avoir montré que les HEs pouvaient avoir une activité antagoniste avec les
antibiotiques, nous avons voulu éprouver l'idée largement répandue dans la littérature
gu’elles ne sélectionnent pas, contrairement aux antibiotiques, de mutants résistants, ceci
probablement en raison de leur action multi-cibles.

Afin de sélectionner des mutants CNA-résistants, nous avons cultivé la souche de référence
PA14 (CMI du CNA = 700 pug/mL) pendant 10 jours en présence de concentrations inhibitrices
de CNA constantes (900 pg/mL, méthode A) ou croissantes (de 900 a 1400 pg/mL, méthode
B). Al'issue de ce traitement, nous avons sélectionné 3 mutants (CNA-A1 a A3) par la méthode
A, et 7 mutants (CNA-B1 a B7) par la méthode B. L’'analyse du génome de ces mutants a
montré que ceux obtenus par la méthode A ne se distinguent de la souche de départ que par
une seule SNP (Single Nucleotide Polymorphism), alors que ceux obtenus par la méthode B en
ont beaucoup plus (de 16 a 39 SNPs) en raison d’une mutation inactivatrice dans mutL, un
géne codant une protéine de réparation de I’ADN.

La résistance au CNA de ces mutants, bien que modeste (CMI de 800 pg/mL a 1100 pg/mL)
s’accompagne d’une diminution de la sensibilité a la ticarcilline, la ciprofloxacine (CMI x16),
I'imipenéme et la colistine (CMI x4). Dans 8 cas sur 10, c’est la surproduction de la pompe
d’efflux MexAB-OprM, consécutive a des mutations dans le géne répresseur nalC, qui permet
une résistance accrue aux antibiotiques et au CNA.

Toutefois, I'inactivation les genes d’efflux mexAB dans le chromosome des mutants qui
présentent les plus hauts niveaux de résistance au CNA, a permis de constater une résistance
résiduelle au CNA, suggérant que d’autres mécanismes sont impliqués. Ces mutants ont des
mutations supplémentaires dans des genes impliqués dans la chimiosensibilité (t/pQ), dans la
réponse au stress oxydatif (mxtR), dans la production d’énergie (atpA, atpD, atpE) ou dans la
mobilité (fliE, pilJ). D’ailleurs, la plupart sont affectés dans la mobilité par swimming, swarming
et dans leur capacité a faire du biofilm. La construction d’une souche PA14 inactivée dans le
geéne fliE (codant une protéine du corps basal du flagelle) a permis de confirmer que la perte
de mobilité et probablement la préservation du gradient de protons qui en découle, permet a
P. aeruginosa de mieux tolérer des concentrations toxiques de CNA.

Ce travail a été réalisé avec le soutien de Susie Gaillot étudiante en stage de Master 1
Signalisation Cellulaire et Moléculaire, Besangon.
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This study focuses on the ability of Pseudomonas aeruginosa reference strain PA14 to resist toxic
concentrations of cinnamaldehyde (CNA), the main component of cinnamon essential oil. Upon
constant exposure to CNA from 5 to 10 days, 10 resistant mutants were selected, either with a fixed
(900 pg/mL: CNA-A1 to A3) or increasing concentrations of the product (from 900 to 1,400 pg/mL:
CNA-B1 to B7). Genome sequencing revealed that mutants CNA-A1 to A3, harboured only 1 SNP of
difference with PA14, conferring a slight increase in resistance to CNA (1.15-fold), while the more
resistant mutants (CNA-B1 to B7, up to 1.6-fold) had multiple SNPs (from 24 to 39) promoted by a
mutS-driven hypermutator phenotype. Most of these mutants (8/10) were found mutated in nalC,
the repressor gene of mexAB-oprM efflux operon, with consequent overproduction of the MexAB-
OprM pump, a lower susceptibility to CNA, and to B-lactams and fluoroquinolones (up to 16-fold)
which are substrates of this export system. Mutants with the highest CNA resistance were no longer
motile, as a result of alteration of the flgJ, fliE and/or pilJ genes. Altogether our data show that P.
aeruginosa is able to marginally increase its resistance to the strong electrophilic compound CNA
through derepression of its intrinsic MexAB-OprM system and less-well characterized physiological
changes. Whether multidrug resistant mutants can emerge in patients with a self-medication of
cinnamon essential oil needs to be assessed.

With the continuous emergence of new bacterial strains resistant to antibiotics in clinic, the efficacy
of anti-infectious treatment becomes a more and more compromised (World Health Organization,
2018). To address this global public health issue and fight multi-resistant strains, several strategies are
under study, including the reappraisal of natural compounds (1). In this context, the in vitro activity of
several aromatic plants extracts (namely, essential oils, EOs) was reported when used alone (2), or
mixed together (3), or combined with antibiotics (4, 5). The composition of the EOs varies according
to the plant species, geographical origin and climatic conditions. However, their main components
demonstrate interesting properties such as cinnamaldehyde and cinnamic acid (in cinnamon oil),
carvacrol, thymol, g-terpinene and r-cymene (in oregano and thyme oil), eugenol (in clove oil),
terpinen-4-ol, g-, a-terpinene and 1,8-cineole (in tea tree oil), or calamenene and leptospermone (in
manuka oil) (5).

The mode of action and constituents of EOs have been the subject of many researches these last
decades. The bacterial cell wall is often reported as the first damaged structure, with subsequent
alteration of membrane proteins, leakage of cellular content, dissipation of the motive proton force,
and coagulation of the cytosol. Specific physiological damages have also been described such as the
inhibition of efflux pumps by geraniol (6), reduced production of exoproteins by eugenol in
Staphylococcus aureus (7) and inhibition of amino acid decarboxylases by the carbonyl group of



cinnamaldehyde (8). In general, higher concentrations of EOs are necessary to inhibit the growth of,
or kill, Gram-negative as compared with Gram-positives (9), suggesting a protective role for the
bacterial outer membrane. The Gram negative opportunistic pathogen Pseudomonas aeruginosa is
known to be relatively resistant to many EOs that are otherwise active against Enterobacteriales and
Gram positive species (10) thanks to its poor outer membrane permeability, and expression of multiple
RND efflux pumps, including MexAB-OprM (11, 12). Whether higher levels of resistance may be gained
by P. aeruginosa when exposed to toxic concentrations of EO components has not been addressed so
far. The issue of mutagenic properties of EOs (i.e., their capacity to increase the mutation rates of
microorganisms) needs to be explored more deeply as well. Previous investigations failed to select in
vitro single-step mutants of Enterococcus faecalis and Staphylococcus resistant to tea tree oil (13), or
Staphylococcus resistant to rosemary oil (14). Serial passages of Salmonella Typhimurium in a culture
medium containing sublethal concentrations of oregano oil only yielded a modest twofold increase in
resistance to this latter extract (15). Similar experiments with P. aeruginosa failed to isolate more
resistant mutants (16, 17). A trivial explanation would be that in contrast to antibiotics, EOs do not
target specific cellular components but have pleiotropic actions. Because of its higher bactericidal
activity, cinnamon oil has been proposed as a possible alternative to antibiotics to fight P. aeruginosa
infections (MIC from 400 to 1,000 pg/mL) (16, 18). To our knowledge, no mutants showing an
increased resistance to CNA have been reported in the literature. The present study demonstrates that
stable mutants of P. aeruginosa strain PA14 can survive to toxic concentrations of CNA, an adaptation
which involves the multidrug efflux system MexAB-OprM.

Results

In vitro selection of mutants resistant to CNA. Because of their pleiotropic action, electrophilic
compounds such as CNA may have potential mutagenic properties. To test this hypothesis, P.
aeruginosa reference strain PA14 (MIC of CNA = 700 pg/mL) was cultivated in the presence of sub-
inhibitory (500 pg/mL) concentrations of CNA, and streptomycin resistant mutants were counted on
selective plates. Rates of resistant mutants were found similar (p <0.05) to that of a control grown
without CNA exposure (4.9.109), a result indicating that this antibacterial agent is not mutagenic for
P. aeruginosa.

Exposure of liquid cultures of PA14 to 1.3-fold the MIC of CNA (i.e., 900 pg/mL) for 24 or 48h did not
give rise to CNA resistant mutants. However, mutants could be obtained after 10 days by refreshing
the cultures with new MHB medium containing 900ug/ml CNA (method A). Three of these clones were
retained for further experiments (CNA-A1, -A2, -A3). In addition, serial passages of strain PA14 in MHB
containing increasing CNA concentrations (method B) led to selection of 3 resistant mutants (CNA-B1,
-B2 and B3) after 5 days at the concentration of 1100 pg/ml, and 4 mutants (CNA-B4, -B5, -B6, -B7)
after 10 days (at 1400 pg/mL).

The 10 mutants from methods A and B displayed only a marginal increase in CNA resistance (from 1.1-
to 1.6-fold that of parental strain PA14) (Table 1), thus highlighting the difficulty of P. aeruginosa to
set up additional mechanisms to those involved in its natural resistance toward this toxic molecule.

CNA selects multidrug resistance mutants. Interestingly, our mutants turned out to have various
antibiotic resistance profiles comparatively to their parent PA14. Most of them (8/10) were less
susceptible (from 4- to 16- fold) to the B-lactam ticarcillin and to the fluoroquinolone ciprofloxacin
(Table 1). In addition, some B-mutants showed a decreased susceptibility to imipenem and colistin
(from 2- to 4-fold). Irrespective of the selection protocol, 6/10 mutant were more susceptible (2- to 4-
fold) to the aminoglycoside gentamicin.

To get an insight into the role of RND efflux pumps in the mutant phenotypes we determined the
expression levels of genes encoding 4 major efflux pumps of P. aeruginosa able to export antibiotics
and confer multidrug resistance: MexAB-OprM (substrates: B-lactams except imipenem, and
fluoroquinolones), MexXY/OprM (cefepime, aminoglycosides and fluoroquinolones), MexEF-OprN
(fluoroquinolones) and MexCD-OprJ (cefepime and fluoroquinolones). Accounting for the higher
resistance of 8/10 mutants to ticarcillin and ciprofloxacin, the mexAB-oprM efflux operon was found



significantly overexpressed. Besides, the hyper-susceptibility of 6 mutants to aminoglycosides was
correlated to a low mexY expression (from 2- to 10- fold less than in PA14) (Table 1).

TABLE 1. Features of CNA resistant mutants

Strains/mutants2 nalC Transcript levels ¢ MICs (pg/mL) of antibiotics and CNA ¢
Sequence mexB armR mexY mexC mexE TIC AZT CIP IPM CST GEN CNA
PA14 WT 1 1 1 1 1 32 4 0.06 0.5 1 0.5 700
PA14mexAB+*b WT 6.5 1 ND ND ND 128 16 0.25 0.5 1 0.5 900
PA14AAB WT - ND ND ND ND 16 £0.5 0.06 0.5 1 0.5 500
CNA-A1 -Aassgs 34 61 02 05 13 128 32 0.25 05 0.5 0.125 900
CNA-A2 TP 25 24 01 01 0.2 256 16 0.25 0.5 0.5 0.25 900
CNA-A3 WT 13 1 05 07 04 64 8 0.06 0.5 0.25 0.125 800
CNA-B1 +Css0 49 164 03 04 0.8 >256 64 0.5 0.5 0.5 0.25 1000
CNA-B2 WT 1.2 1 05 06 05 64 16 0.06 0.5 0.5 0.25 800
CNA-B3 +GGas2 57 146 11 04 09 >256 64 1 1 4 1 1000
CNA-B4 +Csso 33 130 04 05 09 >256 64 0.5 2 1 0.125 1100
CNA-B5 +Csso0 6.0 208 11 0.7 09 >256 64 0.5 2 4 1 1000
CNA-B6 +Csso 50 136 0.7 06 0.8 >256 64 0.5 1 1 0.5 1100
CNA-B7 +Csso0 76 423 25 06 16 >256 64 1 2 4 1 1100

@ mutants A1-A3 were obtained after 10 days of exposure to a fixed 900 pg/mL CNA concentration; mutants B1-B7 were obtained after
exposure to increasing concentrations of CNA: up to 1050 pg/mL (B1-B3) and up to 1400 pg/mL (B4-B7). Data of MexAB-OprM overproducing
mutants derived from the parent strain PA14 are indicated in boldface (8/10 nalC mutants).

b1n this characterized mutant, overproduction of MexAB-OprM is due to a 3-bp deletion in the repressor gene mexR (nalB mutant).

¢ Expressed as a ratio to wild-type reference strain PA14. Mean values were calculated from two-independent bacterial cultures each assayed
in duplicate.

4TIC, ticarcillin; CIP, ciprofloxacin; IPM, imipenem; CST, colistin; GEN, gentamicin; CNA, cinnamaldehyde.

Genetics of CNA adaptation mutants. Method A gave rise to 3 different mutants harbouring a single
SNP of difference with PA14 parent while method B selected 7 mutants diverging from PA14 by 16 to
39 SNPs likely as a result of the alteration of DNA mismatch repair genes mutS (Table 2). CNA-B2 was
found to harbour a QsgsR substitution predicted to have a slight impact on the MutS protein (-2.456
neutral PROVEAN score), and the other B mutants a mutS allele lacking 9 nucleotides (A2327-2336). LOSs
of function of this protein (as well as MutL and UvrD) is known to provide P. aeruginosa with a
hypermutator phenotype, especially in long term chronic infection (19). Suspecting the notion that the
inactivation of protein MutS boosted subsequent accumulation of multiple mutations in B clones, 16
to 26 SNPs were identified in bacteria after 5 days of CNA exposure (CNA-B1 to -B3) and 24 to 39 SNPs
after 10 days (CNA-B4 to -B7). A phylogenetic tree showing the relationships of this mutants is
represented Figure S1. Except CNA-B2, all the mutants were closely related (e.g., CNA-B3/B5 and CNA-
B4/B6).

Role of NalC in bacterial adaptation to CNA. Eight out of ten mutants appeared to possess a mutated
nalC gene which encodes an indirect regulator of operon mexAB-oprM expression. Indeed, the nalC
product represses the transcription of a gene (armR) encoding an antirepressor operon mexAB-oprM,
through its binding to MexR. Confirming the alteration of NalC, subsequent experiments revealed the
concomitant overexpression of genes mexB and armR in all the 8 mutants, and the increased resistance
of this latter to two MexAB-OprM substrates ticarcillin and ciprofloxacin (Table 1). In support to a role
for MexAB-OprM and NalC in the adaptation of P. aeruginosa to CNA, it should be noticed that 3
different genetic events corresponding to 3 types of na/C mutants were independently selected in the
course of our experiments A and B, while not other operon mexAB-oprM regulators were targeted. In
7/8 nalC mutants, the gene is inactivated consecutively to an addition (+Css0) or a deletion (-Asgs). Only
one mutant (CNA-A2) exhibited a substitution (T24P) in NalC.



TABLE 2. Common altered functions in CNA-adaptation mutants compared with parental strain PA14.

A-type mutants B-type mutants

Genes/ (CNAMIC in pg/mL) (CNA MIC in ug/mL)
. Proteins functions
Proteins CNA-A1 CNA-A2 CNA-A3 CNA-B1 CNA-B2 CNA-B3 CNA-B4 CNA-B5 CNA-B6 CNA-B7
(900) (900) (800) (1000) (800) (1000) (1100) (1000) (1100) (1100)
DNA mismatch repair
mutS/MutS -9 pb QssoR -9 pb -9 pb -9 pb -9 pb -9 pb DNA mismatch repair protein MutS
Transmembrane transport
nalC/NalC -Auss T24P +Caso +GGaa +Cas0 +Css0 +Css0 +Css0 Transcriptional repressor NalC (of MexAB-OprM pump)
DppB G114D G114D G114D G114D G114D G114D Dipeptide ABC transporter permease DppB
Energy production
AtpD P305S FOF1 ATP synthase subunit beta
AtpA D290G D290G FOF1 ATP synthase subunit alpha
AtpE T5A FOF1 ATP synthase subunit C
Response to oxidative stress
MxtR Wig71* Wio71* LiossP Orphan sensor kinase MxtR
YbbN FseS FseS FseS FseS FseS Thioredoxin (oxidoreductase)
Response to chemicals
PcaB E239G E239G E239G 3-carboxy-cis, cis-muconate cycloisomerase
(TIPQ) Lse1P Lse1P Lse1P Ls1P Lse1P Ls1P Chemotaxis transducer (Tpo)
Motility
FliE Qsq* Qsq* Qsq* Flagellar hook-basal body protein FIiE
Flg) Qsa1R Qsa1R Flagellar rod assembly protein/muramidase FlgJ
FlgG PssL Flagellar basal body rod protein FlgG
PilJ TaosA TaosA Twitching mobility protein
Nucleotide-sugar metabolic process
RbsR V330M V330M V330M V330M V330M Ribose operon repressor RbsR
Unknown functions
PA0841 AspsV AspaV Hypothetical protein
PA3283 N142S N142S N142S Hypothetical protein

* STOP codon. Mutations predicted as being deleterious to protein function by PROVEAN (score < -2.5) are indicated in boldface.



To our knowledge, this substitution has never been reported in the literature.
T24 is not a particularly conserved amino-acid in the TetR family (Figure S2),
but the substitution T24P occurs in helix al of the DNA-binding domain of the
repressor, which consists of 27- to 48-aminoacid region in the homologous
regulators TetR (19). To get an insight into the impact of T24P substitution on
NalC oligomerization or DNA-binding, we mapped this mutation on a three-
dimensional dimeric model bound to a cognate DNA. As the structure of NalC
has not been determined yet, we performed homology modeling of NalC with
the dimeric crystal structure of homologous protein TetR from Mesorhizobium
japonicum (PDB code 3BHQ) which shares 24,4 % of sequence identity
including the equivalent amino acid position T24 of NalC (Figure S2).
According to our structural model, T24 is neither involved in dimer interface,
nor in direct DNA recognition. Nevertheless, T24 residue of NalC is located on
the helix al of the DNA-binding domain and the substitution by a Pro residue
at this position could destabilize the DNA-binding domain by introducing a
structural kink in the helix al because of the hydrogen bond loss within the
main chain. Thus, the substitution T»4P could trigger the disruption of NalC-
DNA binding. Besides, T24 could interact though a hydrogen bond with the
residue R106 of the helix a7, which is part of the ligand binding domain (Figure
S3). This time, the substitution T.4P could indirectly disturb the binding pocket
of NalC by disconnecting the assumed interaction with R106.

However, the NalC pathway does not seem to provide clear advantage in
terms of CNA resistance compared to the NalB regulation (derepression of
MexR). As indicated in Table 1, CNA MICs were very similar for the nalB
mutant PA14mexAB*and the 8 nalC clones from our selection (range from 900
to 1100 pg/mL). To determine whether other mutations would account for
the slightly higher resistance of mutants CNA-B1 and CNA-B3 to-B7 to CNA
(1000-1100 pg/mL), efflux genes mexAB were deleted in those mutants.
Susceptibility tests showed that lack of MexAB-OprM pump does not prevent
mutants to grow on CNA 500 pg/mL, contrary to the parental strain PA14
(PA14AAB) (Figure 1).

Thin layer chromatography analysis of culture supernatant of the 10 CNA-
adaptation clones did not show a clear relationship between CNA degradation
and the mutants resistance level, though additional metabolites to cinnamic
alcohol were seen in the culture of some of these mutants (CNA-B1, B2, B6)
(Figure 2).

Strains  PA14 CNA-A1 CNA-A2 CNA-A3 CNA-B1 CNA-B2 CNA-B3 CNA-B4 CNA-B5

CNA-B6 CNA-B7

PA14 B PA14AmexAB

]

Figure 1. Impact of
mexAB  deletion  on
resistance  to  CNA.
Deletion of genes mexAB
was carried out in PA14
and several CNA-
adaptation nalC mutants
(CNA-B1 and CNA-B3 to
CNA-B7). The inactivated
mutants (AAB) and their
progenitors were spotted
at the surface of an MHA
plate  containing 500
ug/mL CNA.

Controls

CNA  CNOH

CNA MIC (ug/ mL) 700 900 900 800 1000 800 1000 1100 1000 1100 1100

Figure 2: CNA degradation and conversion into cinnamic alcohol (CNOH) in PA14, A-type and B-type CNA-adaptation
mutants. CNA and CNOH were assayed from culture supernatant by thin-layer chromatography 1h after addition of 1 mg/mL
CNA.



Role of motility in CNA adaptation. Table 2 shows that 5 out 6 of the mutants with CNA MICs > 1000
ug/mL contained mutations targeting the flagellar flgJ, flgG or fliE or pili machineries (pilJ). Swarming
assays that explore the functionality of both flagellum and type IV pili revealed an impaired motility
mutants CNA-B4 and -B6 (Qas.1R variant of FIgG) and to complete loss of motility by mutants CNA-B3, -
B5, -B7 which harbour a disrupted fliE gene. In contrast, CNA-B2 was still motile, suggesting that the
PssL substitution in protein FIgG is not significant (Figure 3A). As P. aeruginosa can attach to surfaces
via its flagellum (20), pili (21) or Pel polysaccharides (22), we investigated the initial formation of
biofilm by the mutants in microplates, and found clones CNA-B3 to -B7 significantly defective in this
process (Figure 3B). Of note, mutant CNA-B1 (CNA MIC = 1000 pg/mL) was not impaired in biofilm
formation, which indicates that other mechanisms that loss of motility can also contribute to a higher
CNA resistance. To confirm that non motile bacteria can somewhat better survive to CNA exposure,
we constructed a fliE deleted PA14 mutant (PA14AfliE), and compared its susceptibility to CNA with
that of PA14 and its gain-of-efflux derivative PA14mexAB*.

Cell adhesion assay

.
CNAAL, A2, A3RB1

' 4

CNAZB3, B5, B7

Crystal violet staining (600nm)

PA14 PAL4AfE Al A2 A3 Bl B2 B3 B4 BS B6 87

\ {
: *
f& ), [{e/B PA14 and derivative mutants

Figure 3: Motility and initial surface attachment of CNA-adaptation mutants. (A) Swarming motility: the mutations found
in genes responsible for flagellar structure/assembly, pili formation, and biosynthesis of biofilm matrix are indicated. (B)
Absorbance at 600 nm is representative of sessile bacteria stained by crystal-violet in microplates (mean values resulting
from 10 replicates).

In agreement with our assumption, PA14AfliE slightly better resisted CNA than PA14, even if this

resistance was lower than those resulting from a stable MexAB-OprM overproduction (Figure 4).

CNA: 600 ug/mL

PA14AnalC

PA14AfliE

0,5 McF 0,05 McF 0,005 McF 0,0005 McF 0,00005 McF

Figure 4: Increased resistance of PAL4AfliE to CNA. PA14 and its derivative mutants (PA14AfliE and PA14AnalC) were
spotted at the surface of a MHA plate containing 600 ug/mL CNA.



Finally, suggesting that some secondary mutations might compensate for the energy cost resulting
from the upregulation of the pump, the ATPase was found to be the target of two different mutations
(gene atpA and atpE) of unknown significance. Furthermore, it worth noting that ATP synthase subunit
beta was mutated in the low-level CNA resistance mutant A3 (MIC = 800 pg/mL), which does not
overexpress the efflux system MexAB-OprM constitutively.

Discussion - Conclusion

This work underscores the difficulty to obtain mutant of P. aeruginosa showing an increased resistance
to CNA. A previous attempt to select for mutants resistant to cinnamon EO after 50 passages turned
unsuccessful (16). As a matter of fact, CNA is described to have an antimutagenic effect on
spontaneous mutations in Salmonella TA104 depending on SOS-repair function (23). In this study,
mutants more resistant than the parental strain were obtained upon long term exposure to inhibitory
concentrations of CNA. Whether the repeated use of EOs by inhalation or nebulization by chronically
colonized patients with cystic fibrosis or chronic obstructive pulmonary disease would select similar
mutants warrants further investigations. Indeed, CNA and other electrophilic agents are able to
increase the resistance of P. aeruginosa to antibiotics, either transiently or stably, by stimulating a
stress response in the bacterium, which involves the upregulation of RND efflux pumps (12). In addition
to MexAB-OprM being overproduced in CNA adaptation mutants, which accounts for their higher
resistance level to ticarcillin and ciprofloxacin, other mechanisms are likely to be involved in their lower
susceptibility to aminoglycosides in mutant CNA-B5 (e.g., A,2sT mutation in fusA1), imipenem, and
colistin (mutants CNA-B3 to -B7). It would be interesting to identify these resistance mechanisms as
this could provide information on EOs cellular targets and drugs combinations to avoid.

As noted previously, MexAB-OprM is often contributes to the protection of P. aeruginosa against
natural toxic molecules such as those contained in tea tree (11), thyme EO (24), carvacrol (25) and
cinnamaldehyde EOs (12). We hypothesize, like others (26), that the phenolic ring present in many
plant antimicrobials is recognized by the MexAB-OprM pumps. If there is a consensus about the role
of MexAB-OprM in bacterial tolerance to aromatic molecules, the mutations underlying the pump
dysregulation is less known. In this work, we found that almost all A- and B-type mutants were
inactivated in repressor gene nalC. This activates the expression of PA3720-armR operon, allowing the
production of MexR anti-repressor ArmR, and then MexAB-OprM. The repressor activity of NalC can
be modulated by phenolic compounds (pentachlorophenol, CNA), transiently inducing the expression
of MexAB-OprM efflux pump (12, 26, 27). As phenolic compounds are commonly produced by plants,
NalC might be the preferential way by which this pump is regulated under environmental conditions.
Of note, analysis of P. aeruginosa isolates resistant to aztreonam as a result of MexAB-OprM
derepression highlighted mutation in transcriptional regulator NalC for those bacteria isolated from
soil (28), and in NalD, MexR or NalD for the clinical isolates (29).

Efflux pumps are proton/substrates antiporters, and their overexpression may lead to intracellular H*
accumulation, which may in turn offset the pH homeostasis. The faster way to eliminate the excess of
protons is by increasing oxygen consumption as it has been shown for P. aeruginosa (30). Highly motile
cells derive energy from the TCA cycle with consecutive increase in endogenous ROS, as those resulting
from the oxidative stress induced by CNA (31). As a consequence, impairment of the flagellar function
might confer a fitness advantage when more energy is needed to adapt to toxic molecules. Recently,
it was observed that AflgG or AfliC mutants of P. aeruginosa grow better than the parental PA14 in the
presence of the antibiotic vancomycin (32). Similarly, toxic concentrations of Manuka honey reduce
the motility of P. aeruginosa by decreasing the expression of major structural flagellum-associated
genes fliA, fliC, flhF, fleN, fleQ and fleR (33). Other, some molecules extracted from EOs are known to
target the bacterial flagellum. For example, carvacrol (from oregano EO) inhibits the synthesis of
flagellin, giving rise to E. coli cells devoid of flagella (34). Treatment of P. aeruginosa with p-cymene



(from cumin EQ), the precursor of carvacrol, results in decrease cellular motility by depleting the
proton motive force (35). Other natural compounds (coumarin-like and 1,4-benzodioxan-like and 4-
chloroindole) were also shown to downregulate flagellum related genes in P. aeruginosa (36).

Itis interesting to note that a long term CNA exposure led to the emergence of mutS defective mutants
and subsequent accumulation of mutations in multiple genes. Aquisition of a hypermutator phenotype
is well known to accelerate the development of antibiotic resistance in various bacterial species ant
the role of EO compounds as potential promoters of hypermutations in vivo should be considered
seriously, as this could compromise indirectly antibiotics treatments.

Material and methods

Bacterial strains, plasmids and growth conditions. The reference strains, mutants and plasmids used
in this study are listed in Table S1. All the bacterial cultures were incubated at 37°C in Mueller-Hinton
broth (MHB) with adjusted concentrations of Ca®* (from 20 to 25 pg/ml) and Mg* (from 10 to
12.5 pg/ml) (Becton Dickinson and Company, Cockeysville, MD), or on Mueller-Hinton agar (MHA) (Bio-
Rad, Marnes-la-Coquette, France) supplemented with antibiotics when required. Cinnamaldehyde
(CNA) and dimethylsulfoxyde (DMSO) were obtained from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier,
France).

Mutagenesis frequency evaluation. The mutagenic effect of CNA was determined by calculating the
rate of mutants resistant to streptomycin because of point mutations in the rpsL gene (37). Overnight
culture of P. aeruginosa PA14 was diluted into 20 mL MHB to reach Aspo= 0.2, and incubated at 37°C
and 220 rpm for 3h with a sub-inhibitory concentration of CNA (500 pg/mL); this assay was also carried
out with ciprofloxacin at % CMI (= 0.006 pg/mL) as a positive control. Afterwards, 50 plL of these
cultures were spread with a spiral plater (easySpiral Pro, Interscience, Saint-Nom-la-Bretéche, France)
MHA plates containing or not 8-fold MIC of streptomycin (final concentration: 512 pg/mL) (Sigma-
Aldrich). Plates were incubated at 37°C or 48h and colonies were counted. Mutation rates were
calculated by dividing the number of colonies present in streptomycin plates (mutation events) by the
number of colonies present in plates without antibiotics (38). The values are representative of 3
independent experiments.

Selection of PA14 CNA adaptation mutants. An overnight culture of P. geruginosa PA14 strain was
calibrated (Asoo = 0.8) and incubated 24h at 37°C under agitation (250 rpm) in 20 mL MHB
complemented by 700 pg/mL CNA. For 10 days, 100 pL were daily collected and spread on a plate
containing 900 ug/mL CNA. The remaining bacteria were collected by centrifugation (6400 g, 15 min)
and resuspended in fresh MHB containing the same concentration of CNA (Method A). In another
experiment, the PA14 strain was submitted to the same protocol, with an increased concentration of
CNA (+ 50ug/mL, daily) reaching 1400 pg/mL after 10 days.

Genome sequencing and SNP analysis. The whole DNA content of mutants CNA-A1 to A3 and CNA-B1
to -B7 was sequenced with the Illumina technology. Briefly, total bacterial DNA was extracted from
overnight cultures by using PurelLink Genomic DNA Mini Kit (ThermoFisher Scientific, Illkirch-
Graffenstaden, France), then was quantified with a NanoDrop®One spectrophotometer (Thermo
Scientific, Villebon sur Yvette), and finally sequenced by Microsynth AG (Balgach, Switzerland) in an
Illumina NextSeq sequencer with v2 chemistry, using 2 x 150 paired-end reads. DNA libraries were
prepared with Nextera XT DNA Library Preparation Kit (lllumina, San Diego, CA, United States). High
throughput sequencing yielded from 3355318 to 5529638 paired reads per mutant (6537648 for
PA14), with a coverage depth comprised between 150 and 250 x. Reads were trimmed with Sickle (39)
using a minimum length of 75bp and a minimum base quality of 20, subsampled to 80 x by home-made
script and then aligned using BWA-MEM (40) against the PA14 reference genome (GCF_000014625.1)
using default parameter. Variant calling was performed with Freebayes (41) with haploid mode, a



minimum quality of base call and mapping of 20, a minimum alternate fraction of 0.8 and a minimum
alternate count of 10. Sequence variations, found in the mutants and in the wild type PA14 strain, were
removed.

Phylogenetic tree was built with MrBayes using the concatenation of identified SNPs from the 10
mutants CNA-R. The analysis was performed with the HKY85 mutation model and a gamma-distributed
rate variation (42) during 1 million iterations.

Complete genomic sequences of the P. aeruginosa CNA-A1 to CNA-A3 and CNA-B1 to CNA-B7 mutants
have been deposited in the NCBI data base under the BioProject accession number PRINA663565.
Mutations found in genes of mutants CNA-B1 to -B7 are listed in Tables S3, S4, S5, S6, S7, S8 and S9.
SIFT (https://sift.bii.a-star.edu.sg/) and PROVEAN (cutoff -2.5) (http://provean.jcvi.org/index.php)
algorithms were used to predict the effects of substitutions.

Drug susceptibility testing. The minimum inhibitory concentrations (MICs) were determined by the
standard serial 2-fold dilution method, as recommended by the CLSI (43). For antibiotics (ticarcillin,
ciprofloxacin, gentamicin, imipenem, colistin), experiments were carried out in 96-well microplates
supported by the Freedom EVOO robotic system (TECAN, Mannendorf, Switzerland) with inocula of
108 CFU per well. MIC of CNA (DMSO 1%) were performed in MHA with inocula of 108 CFU per spot. In
both cases, bacterial growth was visually assessed after 18 h of incubation at 37°C. To confirm the
results, MIC experiments were performed in triplicate.

RT-qPCR experiments. Specific gene expression levels were measured by quantitative PCR after
reverse transcription (RT-qPCR), as previously described (44). RNA was reverse transcribed with
ImProm-Il reverse transcriptase as specified by the manufacturer (Promega, Madison, WI). The
amounts of specific cDNA were quantified on a Rotor Gene RG6000 instrument (Qiagen, Courtaboeuf,
France) by using the QuantiFast SYBR green PCR Kit (Qiagen) and primers annealing to the target genes
(Table S2). For each strain, the mRNA levels of target genes were normalized to that of housekeeping
gene rpsL, and were expressed as a ratio to the transcript levels of strain PA14. Mean gene expression
values were calculated from two independent bacterial cultures, each assayed in duplicate. As shown
previously, transcript levels of mexB > 2-fold, mexY > 5-fold, mexC and mexE > 20-fold those of PA14,
were considered as significantly increased because associated with a > 2-fold higher resistance to
respective pump substrates (44, 45).

Construction of PA14 fliE-defective mutant. In order to study the role of mobility in bacterial tolerance
to CNA, a defective mutant in fliE was constructed from wild-type strain PA14. Gene inactivation was
carried out using the suicide plasmid pKNG101 (Table S1) and homologous recombination events.
Briefly, recombinant plasmids were constructed by assembly cloning using the NEBuilder Hi-Fi DNA
Assembly Cloning Kit (New England Biolabs, France) and the deleted chromosomic region amplified
with appropriate primers (Table S2). Assembly products were directly used to transform competent E.
coli CC118Apir strain (Table S1). Recombinant plasmids with appropriate inserts were transferred to
P. aeruginosa PA14 by conjugation. Transconjugants were selected on Pseudomonas Isolation Agar
(P1A; Becton Dickinson) containing 2,000 ug/mL streptomycin. Excision of the undesired pKNG101
sequence was obtained by plating transformants on M9 plates (8.54 mM NaCl, 25.18 mM NaH2PO4,
18.68 mM NH4CI, 22 mM KH2P04, 2 mM MgS04, 0.8% agar, pH 7.4) containing 5% (wt/vol) sucrose.
Negative selection on streptomycin-containing MHA allowed the identification of transconjugants that
had lost the plasmid. Finally, the allelic exchange was checked by PCR and confirmed deletion of 198-
bp in gene fliE.

Mobility and cell adhesion assay.

Swarming. Swarming mobility is due to the combined action of rhamnolipids, type IV pili and flagella,
and was evaluated on a semi-solid surface. Positive swarming strains form macroscopic colony
patterns characterized by the coordinate translocation of bacteria on the semi-solid medium, when
grown under optimal conditions. Briefly, 5 plL of a bacterial suspension (0.2 McFarland) were spotted



onto the surface of an M8-Swarm medium (Minimal medium. NaCl 8 mM, NaH2P0O4 42 mM, KH2PO4
22 mM pH 7.4 supplemented with glucose 0.2%, MgS04 2 mM, Casaminoacids 0.5% and agar 0.5%).
Swarming colonies were observed after an incubation of 24 h at 37°C.

Detection of biofilm formation by adherence test. 200 uL of bacterial suspension (108 CFU/ml) was
incubated 24 h at 30°C into a polystyrene 96-well microplate. Each well was washed twice using 200
uL of distilled water to eliminate planktonic bacteria. Biofilm was colored using 200 pL of crystal-violet
solution at 1% (w/v). After 15 min at room temperature, the wells were washed and crystal-violet
attached to sessile bacteria was solubilized with 2 x 200 L ethanol at 99% (v/v). Finally, absorbance
was read at 600 nm and calibrated with a negative control containing 400 pL of cMHB (46).

Metabolite extraction and detection using Thin Layer Chromatography (TLC). Standard working
solution of CNA (cinnamaldehyde) and CN-OH (cinnamic alcohol) was prepared by diluting aliquots of
> 98 % stock solutions in DMSO. Overnight bacterial cultures were diluted into 20 mL of fresh MHB and
incubated with shaking (250 rpm) at 37°C. When the cultures reached an absorbance of Agoonm = 0.8,
CNA was added to a final concentration of 1 mg/mL. One hour post-exposure, the growth medium was
collected by centrifugation and filtration through two filters of 0.45 and 0.2 um pore size, respectively.
An organic extraction was repeated 3 times using 25 mL dichloromethane (for a total volume of 75
mL). The organic fractions were pooled and dried under rotative evaporator, and finally re-dissolved
in Iml methanol. Standards were diluted (1:100) in methanol. A fraction of 25 pl for sample and 2l
for standards was sprayed as 8 mm bands on a TLC plate (Alugram® Xtra SIL G UV254, Macherey-Nagel)
using an automatic sampler (ATS4, Camag, Moirans, France) connected to visionCATS Camag TLC
software V2.4. The TLC plate was developed in an automatic developing chamber (ADC 2, Camag) with
a mobile phase containing cyclohexane:ethyl acetate (7:2) over a 70 mm developing distance. Spots
were observed using UV-light at 254 nm (CV-415.LS, Uvitech, England).
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Figure S1. Phylogenetic tree of CNA-adaptation mutants derived from PA14. Mutants CNA-A1 to A3
were selected with a fixed concentration (Method A) of CNA (900 pg/mL) for 10 days. Mutants CNA-
B1 to B7 were selected on increasing CNA concentrations (Method B), after 5 days (CNA-B1, B2 and
B3) or 10 days of exposure (CNA-B4, B5, B6 and B7). Posterior probability, representing the fraction of
trees where this split is observed, is indicated at branches.
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Figure S2: Structural alignment of NalC N-terminal region (1-108 over 209 amino acids) with representative TetR family proteins of known structures.
TetR from Escherichia coli (UniProt code POACT4; PDB code 1QPI), TetR from of Mesorhizobium japonicum (UniProt code Q98D70; PDB code 3BHQ), DesT from
Pseudomonas aeruginosa (UniProt code Q9HUS3; PDB code 3LSP), LuxR from Vibrio cholerae (UniProt code B4X9Q4; PDB code 7AMN) and MtrR from Neisseria
gonorrhea (UniProt code P39897; PDB code 7JPN). Alignment was made with ESPript program (1). Predicted secondary structure of NalC model are shown
above the sequences (a = helix a). Conserved residues are indicated in red and consensus residues are indicated in yellow. Mutation T24P in NalC is indicated
with an arrow. NalC exhibits 24.4%, 20.9%, 23.4%, 20.7% and 20% of sequence identity with TetR M. japonicum, TetR E. coli, DesT, LuxR and MtrR, respectively
(Clustal Omega; (2)).
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Figure S3: NalC model (homodimer) with a cognate DNA. The model of NalC homodimer in complex
with DNA was generated based on the superposition of NalC model with TetR-DNA crystal structure
from E. coli (PDB code 1QIN) using PyMOL program (Molecular Graphics System, Version 2.0
Schrédinger, LLC). One of NalC monomer is represented in rainbow colors (from N-terminal blue to C-
terminal red). The a-helix numbering nomenclature is indicated according to TetR structure. Hydrogen
bonds are shown in yellow dashed-line. According to the superposition of NalC with TetR tetracycline
binding pocket, NalC putative binding pocket is indicated in pink. Enlargement of the substitution T24P
region is shown below: possible hydrogen bond with R106 of helix a7 and intra-chain hydrogen bond
of helix a1 will be lost after T24P substitution.
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Table S1. Strains and plasmids used in the study.

Stains Description References
P. aeruginosa
Reference strain
PA14 Wild type reference strain, susceptible to antibiotics (3)
PA14AmexAB PA14-derived mexAB deleted mutant (4)
PA14mexAB+ Spontaneous MexAB-OprM overproducing mutant from PA14 (4)
exhibiting a 3-bp deletion in the repressor gene mexR
PA14AfliE PA14-derived fliE deleted mutant This study
Mutants CNA-R
CNA-A1, A2, A3 PA14-derived CNA-R mutants obtained by method A after 10 days This study
CNA-B1, B2, B3 PA14-derived CNA-R mutants obtained by method B after 5 days This study
CNA-B4, B5, B6, B7 PA14-derived CNA-R mutants obtained by method B after 10 days This study
B1AAB CNA-B1 inactivated in genes mexA and mexB This study
B3AAB CNA-B3 inactivated in genes mexA and mexB This study
B4AAB CNA-B4 inactivated in genes mexA and mexB This study
B5AAB CNA-BS5 inactivated in genes mexA and mexB This study
B6AAB CNA-B6 inactivated in genes mexA and mexB This study
B7AAB CNA-B7 inactivated in genes mexA and mexB This study
E. coli
DH5a F- ¢80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endA1 hsdR17(rk, mk+) Invitrogen
PphoA supE44 thi-1 gyrA96 relA1 A
CC118Apir CC118 lysogenic for phage Apir (5)
HB101 SubE44 subF58 hsdS3(rs” mg’) recA13 ara-14 proA2 lacY1 galk2 rpsL20 (6)
xyl-5 mtl-1
HB101(pRK2013) Strain HB101 containing helper plasmid pRK2013 for conjugation (7)
(mob1, tral, colE1, Kan®)
CC118Apir(pKNG101)  Strain CC118Apir containing suicide vector pKNG101 (oriR6K, sacB, (8)

Strf)

KanR, StrR: selective plasmid markers conferring resistance to kanamycin and streptomycin, respectively.



Table S2: Primers used for gene inactivation and RT-qPCR experiments.

Primer Sequence (5’ 3’) Tm (°C) Source
Gene inactivation

ifliE_2 CGCGAATTCCAGGTGATCAT 60 This study
ifliE_2 GCGCCGCGGAGAGCATTTCCGAAAAGC 60 This study
ifliE_3 GCTCTCCGCGGCGCGAGGATAACTA 60 This study
ifliE_4 GTTGTTCAGGCTCGACACG 60 This study
RT-qPCR

armR-F CAACAAACCGTCCCGCACCGA 60 ()
armR-R TCAGTAGAAGTGCTCGCCGTAGAGG 60

mexB1 ATCCGCCAGACCATCGCCA 60 9)

mexB2 CATCACCAGGAACACGAGGAGG 60

mexY1A TTACCTCCTCCAGCGGC 60 (10)
mexY1B GTGAGGCGCGCGTTGTG 60

mexCl1 TGCGGATTTCACCCAGACC 60 (11)
mexC2 GGCCAAGGTGCCTTTCTTCA 60

mexE4 CCAGGACCAGCACGAACT 60 (11)
mexE5 CGACAACGCCAAGGGCGAGTTCACC 60

rpsL3 GCAACTATCAACCAGCTGGTG 60 (11)

rpsl5 GCTGTGCTCTTGCAGGTTGTG 60




Table S3: 18 mutations found in mutant B1

l:':An 1u 4r;1ber :)F:\g(;l;’ e Name Mutation | Probable function
Transport
PA14 01670 | PA0136 DA467G probable ATP-binding component of ABC transporter
PA14 02410 | PA0192 S673G TonB-dependant receptor protein
PA14 26240 | PA2923 hisJ A9T periplasmic histidine-binding protein HisJ
PA14 58440 | PA4503 dppB G114D dipeptide ABC transporter permease DppB
DNA replication/repair
PA14 00050 | PA0O004 gyrB Q519R DNA gyrase subunit B
PA14_17500 | PA3620 mutS indel DNA mismatch repair protein MutS (interaction sur armz)
Transcription and transcriptional regulation
PA14_16280 | PA3721 nalC indel transcriptional regulator NalC
PA14_32360 | PA2497 indel lysR family transcriptional regulator
PA14 34730 | PA2312 G123D XRE family transcriptional regulator
PA14_69390 | PA5255 algQ Indel anti-RNA polymerase sigma 70 factor
Energy and metabolism
PA14 38820 | PA1986 pgqB H246R pyrroloquinoline quinone biosynthesis protein PqqgB
PA14_52210 | PA0932 cysM T27A cysteine synthase B
Cell wall integrity
PA14 20580 | PA3364 amiC T233A aliphatic amidase expression-regulating protein
PA14_66100 | PA4999 waal W282R Hypothetical protein / O-antigen ligase, Waal
Chemotaxis / stress response
PA14_29760 | PA2652/54 | (tIpQ) L561P chemotaxis transducer
PA14 03720 | PA0285 V525A hypothetical protein (sensory box GGDEF domain-containing
Conjugal transfer
PA14_15540 | No | trbL | indel | mating pair formation protein TrbL
Unknown function
PA14_17580 |PA3613 | | R661H | hypothetical protein

In bold, inactivating mutations.




Table S4: 16 mutations found in mutant B2

l:':An 1u 4r;1ber g:\g(;l;’ € | Name Mutation | Probable function
Transport
PA14_02900 | PA0235 | pcaK | indel | 4-hydroxybenzoate transporter
DNA replication/repair
PA14 17500 | PA3620 | mutS Q589R DNA mismatch repair protein MutS (interaction sur armz)
PA14_55670 | PA4284 | recB N1172S exodeoxyribonuclease V subunit beta
PA14_63010 | PA4763 recN T451A DNA repair protein RecN
Transcription and transcriptional regulation
PA14 08370 | PA0652 | vfr Y65G cAMP-regulatory protein / transcriptional regulator
PA14 14060 | PA3860 P396L AMP-binding protein
PA14 52740 | PA0893 | argR P292S transcriptional regulator ArgR
Translational machineries
PA14_08750 |PA4271 [rpiL | T78A | 505 ribosomal protein L7/L12
Energy and metabolism
PA14_19360 | PA3460 indel GNAT family acetyltransferase
PA14 40640 | PA1846 |cti WA441R cis/trans isomerase
Virulence factors
PA14_16250 | PA3725 |lasB D365G elastase LasB
PA14_32790 | PA0041 T3644A hypothetical protein (probable hemagglutinin)
PA14 50430 | PA1082 | flgG P83L flagellar basal body rod protein FlgG
Chemotaxis / stress response
PA14 19340 | PA3462 | G189R | probable sensor/response regulator hybrid
Unknown function
PA14_32930 | PA2450 V21* hypothetical protein
PA14 56620 | PA4354 DAG hypothetical protein
PA14 60590 | PA4580 A68V hypothetical protein

In bold, inactivating mutations




Table S5: 26 mutations found in mutant B3

l:':An 1u 4r;1ber g:\g(;l;’ J Name Mutation | Probable function
Transport
PA14_30600 PA2589 A300V permease
PA14 58440 PA4503 dppB G114D dipeptide ABC transporter permease DppB
DNA replication/repair
PA14 17500 PA3620 mutS indel DNA mismatch repair protein MutS (interaction with armZ2)
PA14 39300 PA1949 rbsR V320M ribose operon repressor RbsR
PA14 55610 PA0669 dnaE2 G793S error-prone DNA polymerase
Transcription and transcriptional regulation
PA14_16280 PA3721 nalC Indel transcriptional regulator NalC
PA14_49680 PA1138 Indel transcriptional regulator
PA14 11180 PA4074 Q259R probable transcriptional regulator
Energy and metabolism
PA14_02830 PA0230 pcaB E239G 3-carboxy-cis, cis-muconate cycloisomerase
PA14 15030 PA3792 leuA 1464T 2-isopropylmalate synthase
PA14_37370 PA2098 A292V esterase / deacetylase
PA14 73260 PA5556 atpA D290G FOF1 ATP synthase subunit alpha
Virulence factors
PA14 24490 PA3063 pelB S550G hypothetical protein (pel operon)
PA14_50160 PA1100 fliE Q54* flagellar hook-basal body protein FIiE
PA14_58570 6 orthologs T735A outer membrane ferric siderophore receptor
PA14 62350 PA4710 phuR Y295C heme/hemoglobin uptake outer membrane receptor PhuR
Chemotaxis / stress response
PA14 28910 PA2726 F25L radical activating enzyme
PA14 29760 PA2652/54 | (tlpQ) L561P chemotaxis transducer
PA14 11340 PA4061 ybbN F86S thioredoxin
Unknown function
PA14 21580 PA3283 N142S hypothetical protein
PA14_41930 PA1749 indel hypothetical protein
PA14 46140 PA1416 V208A hypothetical protein
PA14_47120 PA1324 Indel hypothetical protein
PA14 53390 PA0841 A304V kypothetical protein
PA14_57470 PA4422 Indel hypothetical protein
PA14 58070 PA4474 Y365C hypothetical protein

In bold, inactivating mutations




Table S6: 35 mutations found in mutant B4

l:':An 1u 4r;1ber g:\g(;l;’ J Name Mutation | Probable function
Transport
PA14 33410 PA2420 V290A Porin
PA14 58440 PA4503 dppB G114D dipeptide ABC transporter permease DppB
PA14_ 66400 PA5022 kefA F722L potassium efflux protein KefA
DNA replication/repair
PA14 17500 PA3620 mutS indel DNA mismatch repair protein MutS (interaction with armZ2)
PA14 26480 PA2907 coblL S110P precorrin-6y-dependent methyltransferase CoblL
PA14 39300 PA1949 rbsR V320M ribose operon repressor RbsR
PA14 68380 PA5176 nudE Y45C ADP-ribose diphosphatase NudE
Transcription and transcriptional regulation
PA14_08780 PA4269 rpoC K1172E | DNA-directed RNA polymerase subunit beta*chain
PA14_16280 PA3721 nalC indel transcriptional regulator NalC
PA14_ 21700 PA3271 W1071* | two-component sensor
PA14_23700 PA3124 indel LysR family transcriptional regulator
PA14_46810 PA1351 indel RNA polymerase ECF-subfamily sigma-70 factor
Translational machineries
PA14_12350 | PA3280  |yleA/miaB | G200R | (dimethylallyl)adenosine tRNA methylthiotransferase
Energy and metabolism
PA14 07580 PA0581 ygiH V120A glycerol-3-phosphate acyltransferase PlsY
PA14_22500 No F87L protein-disulfide isomerase
PA14_24860 PA3032 snrl D28G cytochrome c Snrl
PA14 33480 PA2414 sndH V117A L-sorbosone dehydrogenase
PA14 34200 PA2355 N384S FMNH2-dependent monooxygenase
PA14 73300 PA5559 atpE T23A FOF1 ATP synthase subunit C
Cell wall integrity
PA14 48000 | 3 orthologs | G278D | dihydrodipicolinate synthetase
Virulence factors
PA14 05360 PA0411 pill T403A twitching motility protein
PA14_ 10140 PA4161 fepG S177N ferric enterobacttin transport proteine
PA14_ 33630 PA2400 pvd] indel protein PvdJ synthesis (unknown function)
PA14 50380 PA1085 flgJ Q341R flagellar rod assembly protein/muramidase Flg)
Chemotaxis / stress response
PA14 29760 PA2652/54 | (tlpQ) L561P chemotaxis transducer
PA14_42220 PA1727 mucR indel membrane sensor domain-containing protein
PA14 11340 PA4061 ybbN F86S thioredoxin
Unknown function
PA14_02060 PA0165 indel hypothetical protein
PA14 04700 PA0360 H297R hypothetical protein
PA14 30800 PA2575 L6P hypothetical protein
PA14 55380 5 orthologs G170D hypothetical protein
PA14 62250 PA4703 L61P hypothetical protein
PA14 63290 PA4788 phal3 L156P hypothetical protein
PA14 66460 PA5027 L93S hypothetical protein
PA14 70580 PA5346 sadB T220A hypothetical protein

In bold, inactivating mutations




Table S7: 24 Mutations found in mutant B5

l:':An 1u 4r;1ber :)F:\g(;l;’ e Name | Mutation | Probable function
Transport
PA14_30600 | PA2589 A300V permease
PA14 58440 | PA4503 dppB G114D dipeptide ABC transporter permease DppB
DNA replication/repair
PA14_17500 | PA3620 mutS indel DNA mismatch repair protein MutsS (interaction with armz)
PA14 39300 | PA1949 rbsR V320M ribose operon repressor RbsR (purines synthesis)
Transcription and transcriptional regulation
PA14 68630 | PA5195 Q119R heat shock protein
PA14_16280 | PA3721 nalC indel transcriptional regulator NalC
Translational machineries
PA14_08820 |PA4266  |fusA1 [A225T | elongation factor G
Energy and metabolism
PA14_02830 | PA0230 pcaB E239G 3-carboxy-cis, cis-muconate cycloisomerase
PA14 15030 | PA3792 leuA 1464T 2-isopropylmalate synthase
PA14_ 63550 | PA4809 fdhE T255A formate dehydrogenase accessory protein FdhE
PA14_73260 | PA5556 atpA D290G FOF1 ATP synthase subunit alpha
Cell wall integrity
PA14_73040 |PA5538 |amiA |R62W | N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase
Virulence factors
PA14 24490 | PA3063 pelB S550G hypothetical protein (operon pel)
PA14_50160 | PA1100 fliE Q54* flagellar hook-basal body protein FIiE
PA14_ 62350 | PA4710 phuR Y295C heme/hemoglobin uptake outer membrane receptor PhuR
Chemotaxis / stress response
PA14_29760 | PA2652/54 | (tlpQ) |L561P chemotaxis transducer
PA14 11340 | PA4061 ybbN F86S thioredoxin
Unknown function
PA14 21580 | PA3283 N142S Hypothetical protein
PA14_27560 | PA2823 R271C hypothetical protein
PA14_46140 | PA1416 V208A hypothetical protein
PA14 53390 | PA0841 A304V hypothetical protein
PA14_57470 | PA4422 Indel hypothetical protein
PA14_57680 | PA4440 V146A hypothetical protein
PA14 58070 | PA4474 Y365C hypothetical protein

In bold, inactivating mutations
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Table S8: 35 mutations found in mutant CNA-B6

l:':An 1u 4r;1ber g:\g(;l;’ J Name | Mutation | Probable function
Transport
PA14_10200 | PA4156 fvbA T59A TonB-dependant receptor protein
PA14_45060 | PA1497 G253S transporter
PA14 58440 | PA4503 dppB G114D dipeptide ABC transporter permease DppB
PA14_ 66400 | PA5022 kefA F722L potassium efflux protein KefA
PA14 68060 | PA5152 H256R ABC transporter ATP-binding protein
DNA replication/repair
PA14_ 15310 | PA3770 guaB P154S inosine 5'-monophosphate dehydrogenase
PA14_17500 | PA3620 mutS indel DNA mismatch repair protein MutS (interaction with armZ2)
PA14 39300 | PA1949 rbsR V320M ribose operon repressor RbsR
PA14_51650 | No ortholog Indel integrase
PA14 68380 | PA5176 nudE Y45C ADP-ribose diphosphatase NudE
PA14 72490 | PA5493 polA P609L DNA polymerase |
Transcription and transcriptional regulation
PA14_08780 | PA4269 rpoC K1172E DNA-directed RNA polymerase subunit beta*chain
PA14_16280 | PA3721 nalC indel transcriptional regulator NalC
PA14_16380 | PA3711 V272A LysR family transcriptional regulator
Translational machineries
PA14-00180 | PA0017 A253V hypothetical protein (tRNA and rRNA cytosine C5-methylases)
Energy and metabolism
PA14 10260 | PA4150 A219T dehydrogenase E1 component
PAL4 11130 | PA4079 VAA short chain dehydrogenase / NADPH-dependant carbonyl
- reductase
PA14 38200 | PA2035 VA42A thiamine pyrophosphate protein
PA14 51220 |6 orthologs |wapB Y192C glycosyl transferase family protein - 1,2-glucosyltransferase WapB
PA14 53380 | PA0842 G399E glycosyl transferase family protein
Cell wall integrity
PA14_56450 | 3 orthologs P229L amidase
Virulence factors
PA14_05360 | PAO411 pill T403A twitching motility protein
PA14 42660 | PA1690 pscU N263S translocation protein in type Il secretion
PA14 50380 | PA1085 flgJ Q341R flagellar rod assembly protein/muramidase Flg)
Chemotaxis / stress response
PA14_21700 | PA3271 mxtR W1071* | two-component sensor
PA14_29760 |PA2652/54 (tlpQ) L561P chemotaxis transducer
PA14 11340 | PA4061 ybbN F86S thioredoxin
Unknown function
PA14_00990 | PA0082 tssAl indel hypothetical protein
PA14_02060 | PA0165 Indel hypothetical protein
PA14 27350 | PA2842 L136P hypothetical protein
PA14 55380 | 5 orthologs G170D hypothetical protein
PA14 57650 | PA4438 T256A hypothetical protein
PA14_60070 | PA1939 S85P hypothetical protein
PA14 62250 | PA4703 L61P hypothetical protein
PA14_73140 | PA5546 dppB Indel hypothetical protein (conserved)

In bold, inactivating mutations



Table S9: 39 mutations found in mutant B7

l:':An 1u 4r;1ber :)F:\g(;l;’ e Name Mutation | Probable function
Transport
PA14 06340 | PA0487 modR/modE | 1171T probable molybdenum transport regulator
PA14 13170 | PA3920 copAl E150G metal transporting P-type ATPase
PA14 15475 | No ortholog | merT L101P Mercuric transport protein MerT
PA14 18275 | PA3560 fruA K236R phosphotransferase system, transporter fructose-specific 11BC
PA14 21620 | PA3279 oprP V288A phosphate-specific outer membrane porin OprP precursor
PA14_50550 | PA1071 livG/braF Indel leucine/isoleucine/valine transporter ATP-binding
PA14 58440 | PA4503 dppB G114D dipeptide ABC transporter permease DppB
DNA replication/repair
PA14 00010 | PAOOO1 dnaA A338V Chromosomal replication initiator protein
PA14_17500 | PA3620 mutS Indel DNA mismatch repair protein MutsS (interaction with armz)
PA14 39300 | PA1949 rbsR V320M ribose operon repressor RbsR
Translational machineries
PA14_70420 | PA5334 | roh | T711 | ribonuclease PH
Energy and metabolism
PA14_02830 | PA0230 pcaB E239G 3-carboxy-cis, cis-muconate cycloisomerase
PA14 35270 | PA2266 V338A cytochrome c precursor
PA14 35880 | No ortholog P321L gamma-aminobutyraldehyde dehydrogenase
PA14_37470 | PA2090 V125A flavin-dependent oxidoreductase
PA14_50010 Indel dehydrogenase
PA14_53220 | PA0854 fumC2 G231S fumarate hydratase
Transcription and transcriptional regulation
PA14_16280 | PA3721 | nalC lindel [ transcriptional regulator NalC
Cell wall integrity
PA14_11845 | PA4020 | mpl [P2375 | UDP-N-acetylmuramate:L-alanyl-gamma-D-glutamyl- meso-
Virulence factors
PA14_50160 | PA1100 fliE Q54* flagellar hook-basal body protein FIiE
PA14 63960 |6 orthologs |cntO L659P cntO (TonB-dependant outer-membrane protein)
Chemotaxis / stress response
PA14 11340 | PA4061 ybbN F86S thioredoxin
PA14_21700 | PA3271 mxtR L1068P two-component sensor
PA14_29760 | PA2652/54 (tlpQ) L561P chemotaxis transducer
PA14_36020 | No ortholog Indel paraquat-inducible protein B
PA14_58650 | PA4520 T282A chemotaxis transducer
PA14 72380 | PA5483 algB R307H two-component response regulator AlgB
Unknown function
PA14 03470 | PA0267 L234F hypothetical protein
PA14 13130 | PA3923 P281L hypothetical protein
PA14 15600 | No ortholog S4P hypothetical protein
PA14 21580 | PA3283 N142S hypothetical protein
PA14_21630 | PA3278 Indel hypothetical protein
PA14 21710 |PA3270 H171R | hypothetical protein
PA14 44100 | PA1578 N234S hypothetical protein
PA14_49030 | No ortholog Indel hypothetical protein
PA14 50070 | PA1106 Y204C hypothetical protein
PA14 55380 |5 orthologs Q450R hypothetical protein
PA14 58250 | PA4489 magD V898A hypothetical protein
PA14_59480 | No ortholog | modR/modE |V75A hypothetical protein

In bold, inactivating mutations
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3.2.3 Résultats complémentaires

Nous montrons dans ce travail que la résistance au CNA, induite ou acquise, passe le plus
souvent par la surproduction de MexAB-OprM et que cette activation est dépendante du
régulateur NalC. En clinique, certaines souches surproduisent de facon stable le systéme
MexAB-OprM consécutivement a des mutations dans les génes régulateurs mexR, nalC ou
nalD. Toutefois, ces 3 voies d’activation ne sont pas équivalentes. Par Western Blot, il a été
montré que MexB est moins produite chez un mutant nalD que chez un mutant nalC, et encore
moins que chez un mutant mexR, les niveaux de résistance des mutants aux antibiotiques
étant corrélés a ces niveaux de production (résistance a la novobiocine respectivement 2-fois,
4-fois et 8-fois celle de la souche parentale) (Evans et al., 2001, Cao et al., 2004, Sobel et al.,
2005). La voie NalC ne semble donc pas la plus efficace pour I'activation du systeme MexAB-
OprM et l'obtention de niveaux importants de résistance. En ce sens, il nous semblait
important de comprendre pourquoi la voie NalC est systématiquement sélectionnée en
présence de CNA.

Pour répondre a cette question, nous avons construit différents mutants d’inactivation :
PA14AmexR, PA14AnalC, PA14AnalD, ainsi que les doubles mutants PA14AmexRAnalC,
PA14AmexRAnalD et PA14AnalDAnalC, tous surproducteurs de MexAB-OprM (Figure 24).

—<armR |<PA3720 } ~] L EXIC>
s
@X@H G )
@ = = { mexA>| mexB >| oprM>

Figure 24 : Génes régulateurs de I'opéron mexAB-oprM inactivés (croix rouge) par recombinaison homologue. L’inactivation
d’au moins 1 de ces génes conduit a la surexpression de mexAB-oprM. La double inactivation mexR-nalD libére les deux
promoteurs PP (Promoteur distal) et PP (Promoteur proximal) de toute répression.

Notre but était (i) d’évaluer I'impact de ces inactivations sur les niveaux d’expression de
mexAB-oprM, et (ii) de déterminer les niveaux de résistance aux antibiotiques substrats (par
exemple, I'aztréonam) et au CNA de ces mutants.

Conformément aux données de la littérature (Llanes et al., 2004), le niveau d’expression de
mexB augmente d’environ 6-fois lorsque mexR est inactivé et d’environ 8-fois lorsque deux
génes régulateurs le sont (Figure 25).
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Figure 25 : Niveaux d’expression de mexB chez différents mutants mexAB+ dérivés de PA14 (en hachuré, les simples mutants
et en pointillé, les doubles mutants). La CMI a I'aztréonam (AZT), substrat de MexAB-OprM, est indiquée en dessous (en gras,
augmentation de la résistance par rapport a celle de PA14).

Cette observation est bien corrélée a une résistance plus élevée a I’aztréonam, maximale pour
le mutant PA14AmexR, et qui n"augmente pas chez les doubles mutants lorsque la région
promotrice de mexAB-oprM est libre de tout répresseur. Par contre, les tests de sensibilité au
CNA (Figure 26) indiquent que le mutant PA14AnalC est le plus résistant au CNA, les doubles
mutants montrant une résistance au CNA similaire a celle du mutant nalC.
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Figure 26 : Tests de sensibilité au CNA. Des spots de concentrations décroissantes en bactéries sont déposés sur une gélose
contenant du CNA (800 ug/ml) ou non (CTL). Dans le cadre rouge : tolérance du mutant PA14AnalC au CNA.

Ce résultat suggere que l'inactivation de nalC pourrait avoir un impact sur d’autres genes en
dehors de I'opéron PA3720-armR ou que le géne de fonction inconnue PA3720 pourrait
améliorer la tolérance au CNA.

Ce travail a été réalisé avec le concours de Soumaya Aarras (Master Signalisation Cellulaire et
Moléculaire, UFR Sciences et Techniques, Besangon).
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3.3 Effet du citral, un électrophile naturel non-
phénolique, sur la résistance

3.3.1 Contexte et résumé

Au regard des résultats obtenus précédemment avec I'alcool cinnamique, il apparait que la
perte du groupement aldéhyde du CNA empéche lI'induction des systemes d’efflux MexEF-
OprN et MexXY/OprM. Pour confirmer ces observations, nous avons choisi de travailler avec
une molécule portant un groupement aldéhyde (comme dans le cas du CNA) mais dépourvue
de cycle phénolique : le citral. Présent dans I’'HE de citronnelle, de citron et d’orange, le citral
est décrit comme un composé bactéricide, tout particulierement vis-a-vis des bactéries a
Gram positif (Inouye et al., 2001). Nous avons donc cherché a savoir si le citral pouvait
augmenter la résistance de P. aeruginosa aux antibiotiques et si les systemes d’efflux MexEF-
OprN et MexXY/OprM étaient impliqués dans ce processus.

Confirmant les données de la littérature, le pouvoir inhibiteur du citral s’est avéré tres limité
chez les bactéries a Gram négatif testées, avec une CMI de 8 mg/mL chez la souche de
référence P. aeruginosa PA14. Malgré cette faible activité, le citral, utilisé a des concentrations
comprises entre 0,5 et 4 mg/mL, a montré des effets antagonistes avec certains antibiotiques
(CMI x 2-8), tels que les aminosides, la colistine et les fluoroquinolones. Des expériences de
RT-qPCR ont confirmé que cet effet repose partiellement sur la surproduction des systémes
d’efflux MexXY/OprM et MexEF-OprN, un phénomeéne transitoire en raison de la dégradation
du citral par la bactérie, totale aprées 3 heures d’exposition.

Toutefois, le traitement par le citral de mutants dans lesquels ces deux pompes ont été
inactivées (PA14AEFN et PA14AXY) ne supprime pas totalement I'antagonisme avec les
aminosides et la colistine, ce qui suggere I'implication d’autres phénomenes. Par ailleurs, le
méme antagonisme a été observé chez d’autres espéces a Gram négatif (E. coli, A. baumanii,
P. putida) dépourvues naturellement de ces deux pompes d’efflux. Or, le point commun entre
les aminosides et la colistine est leur interaction avec les charges négatives des groupements
phosphate des LPS, une étape qui leur permet de traverser la membrane externe et
d’atteindre leur cible intracellulaire. Afin de vérifier si le citral masque ou non les charges des
LPS, nous avons mesuré le potentiel Zeta de bactéries exposées a différentes concentrations
de citral et/ou d’antibiotiques. Il apparait que le citral modifie trés peu la charge de surface
(de -40 mV a -35 mV) comparativement aux aminosides et a la colistine (qui font passer la
valeur du potentiel Zeta de -40 mV a -5 mV), contredisant de fait I'hypothése d’une entrave a
la pénétration des antibiotiques par le citral.

Par contre, le citral étant un aldéhyde, il peut former spontanément une liaison avec une ou
plusieurs des fonctions amines des antibiotiques (aminosides et colistine), entrainant la
formation d’une base de Schiff. La formation de cette fonction imine, stabilisée par le grand
nombre de molécules de citral (ratio tobramycine-citral 1/3000 et colistine-citral 1/600), a été
prouvée par Spectroscopie Raman : la disparition de la liaison aldéhyde C=0 du citral au profit
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de la liaison imine C=N du complexe s’observe a 37°C des la premiere heure de contact. En
outre, l'incubation pendant 3 a 24h de la colistine, de la tobramycine ou de la gentamicine
avec du citral avant leur utilisation augmente leur CMI jusqu’a 32 fois, ce qui prouve que la
formation de ces complexes inactive ces antibiotiques polycationiques. Ce phénoméne n’est
pas observé avec un antibiotique non-aminé tel que la ticarcilline.

Enfin, pour mesurer l'activité résiduelle de la base de Schiff formée, un complexe de
tobracitryl (tobramycine:citral) a été synthétisé (1:1) puis réduit, de facon a stabiliser la liaison
C=N qui s’hydrolyse spontanément en milieu aqueux. |l apparait que le tobracitryl ne montre
plus aucune activité sur P. aeruginosa PA14 par diffusion en milieu gélosé par comparaison
avec la tobramycine (disque a 30 pg) et que la CMI de ce composé est plus de 32-fois
supérieure a celle de la tobramycine.

Les principaux résultats de cette étude sont schématisés dans la Figure 27.

Ce travail a été réalisé en collaboration avec Andy Zedet et Yann Pellequer (laboratoire PEPITE,
EA4267, Besangon) pour les expérimentations de chromatographie et de mesure du potentiel
Zeta, Sarah Foley, Freddy Torrealba Anzola et Christophe Rameseyer (laboratoire Chrono-
Environnement, UMR CNRS 6249, Besangon) pour |’analyse RAMAN, Jean-Michel Brunel
(laboratoire Membranes et Cibles Thérapeutiques UMR INSERM MD1, Marseille) pour la
synthése du tobracitryl et Gaétan Mislin (laboratoire Métaux et microorganismes, UMR CNRS
7242, Strasbourg) pour I'analyse des adduits par RMN.
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Essential oils (EOs) or their components are widely used by inhalation or nebulization
to fight mild respiratory bacterial infections. However, their interaction with antibiotics
is poorly known. In this study we evaluated the effects of citral, the main component
of lemongrass oil, on in vitro susceptibility of Pseudomonas aeruginosa to antibiotics.
Exposure of strain PA14 to subinhibitory concentrations of citral increased expression
of operons encoding the multidrug efflux systems MexEF-OprN and MexXY/OprM,
and bacterial resistance to anti-pseudomonal antibiotics including imipenem (twofold),
gentamicin (eightfold), tobramycin (eightfold), ciprofloxacin (twofold), and colistin
(>128-fold). Use of pump deletion mutants showed that in addition to efflux other
mechanisms were involved in this citral-induced phenotype. Determination of Zeta
potential suggested that citral impairs the cell surface binding of aminoglycosides and
colistin used at low concentrations (<10 wg/mL). Moreover, experiments based on
Raman spectroscopy and high-resolution mass spectrometry demonstrated formation
of a Schiff base between the aldehyde group of citral and amino-groups of tobramycin
and colistin. Chemical synthesis of tobracitryl, the imine compound resulting from
condensation of citral and tobramycin, confirmed the loss of antibiotic activity due to
adduct formation. Altogether these data point to the potential risk concern of self-
medication with EOs containing citral in patients suffering from P aeruginosa chronic
lung infections and being treated with aerosols of aminoglycoside or colistin.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, essential oils, citral, antibiotic resistance, efflux, tobramycin-citral Schiff
base, colistin-citral Schiff base

INTRODUCTION

Essential oils (EOs) are complex mixtures of volatile compounds, produced by plants. Some possess
antimicrobial activities, and are thus commonly used as self-medication to treat mild respiratory
infections (Inouye et al., 2001). Noteworthily, an increasing number of studies suggest that EOs
could be useful as adjunctive therapy in cystic fibrosis (CF) patients chronically infected with
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Haemophilus influenzae (Balazs et al., 2019), Staphylococcus
aureus,  Stenotrophomonas  maltophilia, — Achromobacter
xylosoxidans (Pesavento et al., 2016), or Pseudomonas aeruginosa
(Ragno et al., 2020). For instance, extracts of bay, cinnamon,
clove, pimento, thyme, rosemary, oregano and lemongrass have
been reported to inhibit in vitro the growth of P. aeruginosa,
a major pathogen in CF lung (Hammer et al., 1999; Swamy
et al., 2016). However, clinical evidence that such EOs or their
components would have the same efficacy in vivo is lacking.

The main constituent of lemongrass oil, citral, is actually
a mixture of two isomeric acyclic monoterpene aldehydes
(C10H160): geranial (trans-citral or citral A), and neral (cis-
citral or citral B). This common flavor compound occurs at
various concentrations in Citrus oil, as well as in leaves and
fruits of myrtle trees, basil, lemon, lime, lemongrass, orange,
and bergamot. Despite its moderate volatility, citral exhibits an
interesting antipseudomonal activity by gaseous contact, close to
that of cinnamaldehyde, another aldehyde present in cinnamon
bark oil (Inouye et al, 2001). However, when in solution,
citral appears to be more active on Gram positive bacteria
(MIC of 0.1 mg/mL for Staphylococcus aureus) than on Gram
negatives (MIC > 0.5 mg/mL) (Hyldgaard et al., 2012; Shi et al,,
2016; Gupta et al, 2017; Thielmann and Muranyi, 2019). In
the foodborne pathogen Cronobacter sakasakii, this aldehyde
triggers pleiotropic effects including a shift in ATP concentration,
acidification of the cytosol, cell membrane hyperpolarization,
and damages to the cell wall, that would result in or contribute
to cell death (Shi et al., 2016). Beside these alterations, citral
is able to lower the production of virulence factors in Vibrio
parahaemolyticus (Sun et al, 2019) and C. sakazakii (Shi
et al., 2017), as well as to prevent the synthesis of quorum
sensing auto-inducer N-dodecanoyl-L-homoserine lactone in
Pseudomonas putida (Jaramillo-Colorado et al., 2012). Because of
these different properties, citral might have potential applications
in the treatment of some bacterial infections (Shah et al., 2011).

In the context of CE lemongrass oil (that contains about
65-85% citral) was found to inhibit the in vitro growth of
drug resistant strains belonging to the Burkholderia cepacia
complex (Vasireddy et al.,, 2018). On P. aeruginosa, its effects
ranged from negligible (MIC > 17 mg/mL) (Cox and Markham,
2007) to mild (MIC = ~ 9 mg/mL) (Hammer et al., 1999).
Other EOs known to contain citral (lemon, bergamot, orange,
myrtle, and basil oils) yielded similar results on CF or reference
strains (Ragno et al, 2020). Likely accounting for this poor
activity, P. aeruginosa together with other Pseudomonas sp. such
as P. citronellolis and P. mendocina, is able to degrade citral
and to use it as sole source of carbon and energy (Cantwell
et al., 1978; Hoschle and Jendrossek, 2005). In addition, recent
studies demonstrated that P. aeruginosa copes with the toxic
effects of EOs by overproducing RND eftflux pumps, a family of
polyspecific transporters that plays a major role in both natural
and acquired resistances to antibiotics (Papadopoulos et al,
2008; Pesingi et al., 2019; Tetard et al, 2019). For example,
we found that subinhibitory concentrations of cinnamaldehyde
(from cinnamon bark oil) result in an electrophilic stress to
which P. aeruginosa adapts by upregulating not less than four
RND pumps: MexAB-OprM, MexCD-Opr], MexEF-OprN, and

MexXY/OprM. This general increase in cell efflux activity is
associated with a higher resistance of P. aeruginosa to f3-lactams
(via MexAB-OprM), aminoglycosides (via MexXY/OprM), and
fluoroquinolones (all systems) (Tetard et al.,, 2019). Activation
of the mexXY and mexEF-oprN operons was lost when
cinnamaldehyde was substituted in the culture medium with its
catabolite cinnamic alcohol, a result that highlights the role of
aldehyde group in cell stress.

In this work, we studied the impact of the acyclic aldehyde
citral on the susceptibility of P. aeruginosa to several antibiotics
commonly prescribed to treat CF lung infections. While citral
has a limited antimicrobial activity on P. aeruginosa by itself, it
may have antagonistic effects when combined with antibiotics.
An efflux-independent mechanism is proposed to explain some
of these adverse effects.

RESULTS AND DISCUSSION

P. aeruginosa Is Highly Resistant to Citral
Susceptibility of reference (PA14, PAOI1, LESB58) and
environmental strains (1341, 1393, 1423) was first assayed
by the disk diffusion method (Supplementary Figure 1). As
no inhibition zone appeared around disks loaded with 5 pL
(4.44 mg) citral, we monitored the growth of PA14 exposed
to increasing concentrations of the compound. After 5 h, no
visible growth developed in presence of 8 mg/mL citral, while
lower concentrations (4 or 2 mg/mL) slowed down the bacterial
multiplication (Figure 1). After 18 h, only the culture exposed to
16 mg/mL remained negative (data not shown). In comparison,
the MIC of cinnamaldehyde was more than 20-fold lower
(0.7 mg/mL) for PA14, confirming the weak toxicity of citral on
P. aeruginosa.

Citral Induces Efflux Pumps Expression
and Antibiotic Resistance in

P. aeruginosa

Exposure of P. aeruginosa to some EO components (such as
cinnamaldehyde), triggers a complex adaptive response that in
part relies on a fast increase in efflux activity (Tetard et al,
2019). We thus assessed the impact of citral on the expression
of four RND efflux operons known to mediate antibiotic
resistance in this species, namely mexAB-oprM, mexCD-opr],
mexEF-oprN, and mexXY (Li et al., 2015). Relative expression
levels of representative genes mexB, mexC, mexE, and mexY
were determined in strain PA14 by real-time quantitative PCR
(RT-gPCR) at different time points of citral exposure. As
shown in Figure 2, mexE and mexY were activated in the
bacteria challenged with sub-minimal inhibitory concentrations
(subMICs) of citral (2 and 4 mg/mL). Their expression peaked
rapidly (30 min) and then dropped (60 min) below the threshold
level. Likely accounting for this transient gene induction, citral
was rapidly degraded by strain PA14 after 1 h of incubation
(Figure 3A), as it is consumed by the bacterium as source of
carbon and energy (Figure 3B). In contrast, a weak impact
on mexB and mexC activity was documented in cultures with

Frontiers in Microbiology | www.frontiersin.org

July 2021 | Volume 12 | Article 709838


https://www.frontiersin.org/journals/microbiology
https://www.frontiersin.org/
https://www.frontiersin.org/journals/microbiology#articles

Tetard et al.

Induction of Antibiotic Resistance by Citral

5 4
4 .I
IS o
s s i/
3 5y .4 Citral :
w ... e e
e 6.' e+ 0mg/mL
_reu 2 1 .." @2 mg/mL
é ,6'... I I o= 4 mg/mL
o’ @ 3 mg/mL
1 & ¥
. o
....‘° & /.L
‘.--"i ./! o~ —
o _W

Time (min)

FIGURE 1 | Effect of increasing citral concentrations on P, aeruginosa reference strain PA14. Bacterial growth in MHB supplemented with different concentrations of
citral (0, 1, 2, 4, and 8 mg/mL) was monitored at Agoo nm over 5 h. The results presented are mean values, calculated from three independent bacterial cultures.
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citral, these genes being overexpressed 2.5- and 31-fold less than
the levels of control mutants constitutively overexpressing the
corresponding pumps, respectively.

Because overproduction of MexEF-OprN and MexXY/OprM
results in an increased drug resistance in P. aeruginosa
(Llanes et al, 2011; Guenard et al., 2014), we determined

the susceptibility of strain PA14 to various antibiotics in
the presence and absence of citral, by the microdilution
method (Table 1). Consistent with operon mexEF-oprN being
overexpressed, MICs of ciprofloxacin and chloramphenicol
increased 2- and >32-fold, respectively upon citral exposure
(2 or 4 mg/mL). Resistance of PA14 also increased twofold to
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FIGURE 3 | Degradation of citral by P aeruginosa strain PA14. (A) TLC analysis of culture supernatants of strain PA14 after 0, 3, 6, and 24 h of incubation with 2 or
4 mg/mL citral. Ctrl: supernatant of PA14 growth medium without citral after 24 h (-), citral control sample 5 g (+). (B) Growth of PA14 on minimal medium M63
with or without citral as sole carbon source (after 48 h at 37°C). (C) TLC analysis of citral consumption by using an initial inoculum of 5.10° CFU/mL (MICs

conditions) or 1.5.108 CFU/mL (RT-qPCR conditions) in MHB.

imipenem, while it decreased twofold to ticarcillin, likely because
of inverse coregulation of MexEF-OprN with carbapenem-
specific porin OprD and pump MexAB-OprM, respectively
(Maseda et al., 2004; Sobel et al., 2005; Table 1). In addition,
MICs of aminoglycosides (tobramycin and gentamicin), which
are exported by MexXY/OprM, augmented up to eightfold in
cultures exposed to 4 mg/mL citral. Supporting the notion of
reversible adaptive response to the presence of the aldehyde,
PA14 cells recovered their wild-type susceptibility phenotype
when subcultured in citral-free medium (for example, to
tobramycin, Figure 4). It should be noted that while RT-qPCR

experiments demonstrated a relatively brief induction of operons
mexEF-oprN and mexXY by citral (about 1 h), the impact of
the aldehyde on antibiotic resistance (MICs) persisted much
longer (18 h post-exposure). Because higher bacterial densities
(1.5 x 10® CFU/mL) are needed for gene expression assays
than in MIC experiments (5 x 10> CFU/mL), citral is rapidly
metabolized under the RT-qPCR culture conditions, resulting
in rapid decline of the stressor in the growth medium. In
contrast, its presence in drug susceptibility testing conditions was
still detected by thin layer chromatography (TLC) after 3 h of
incubation (Figure 3C).
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Efflux Is Not the Only Mechanism
Interfering With Antibiotic Activity

To better assess the role of efflux pumps in citral-promoted
resistance to antibiotics, we used PA14 mutants harboring
single or dual deletions of operons mexEF-oprN and mexXY
(PAI4AEFN, PA14AXY, and PAI4AEFN/XY, respectively)
(Table 1). As expected, inactivation of mexEF-oprN completely
abolished the development of ciprofloxacin resistance in mutant
PA14AEFN exposed to citral. On the other hand, deletion
of mexXY had a more limited impact on aminoglycosides
MIC variations (compare PA14 with PA14AXY) and virtually

no effect on colistin resistance, suggesting that additional
causes contribute to the loss antibiotic activity under citral
exposure (Table 1).

Citral Reduces Cell Surface Binding of
Aminoglycosides and Colistin at Low
Antibiotic Concentrations

Aminoglycosides and colistin are polycationic molecules at
neutral pH. The electrostatic interaction of their amine groups
with the phosphate residues of lipopolysaccharides (LPS) is
believed to promote the penetration of these drugs across the

TABLE 1 | Influence of citral on P aeruginosa susceptibility to antibiotics.

Antibiotics? Citral (mg/mL) MICs of antibiotics (Lg/mL) of strains?
PA14 PA14AXY PA14mexXY+ PA14AEFN PA14mexEFN* PA14AXY/EFN
Ticarcillin 0 32 32 16
0.5 32 32 16
1 32 32 16
2 16 32 16
4 16 32 16
Imipenem 0 0.5 4
0.5 0.5 4
1 0.5 4
2 1 4
4 1 4
Gentamicin 0 1 0.25 4
0.5 1 0.25 4
1 2 0.25 4
2 4 0.5 8
4 8 1 8
Tobramycin 0 0.5 0.25 2
0.5 0.5 0.25 2
1 1 0.25 2
2 2 0.5 4
4 4 1 4
Ciprofloxacin 0 0.125 0.125 0.25 0.125 2 0.06
0.5 0.125 0.125 0.25 0.125 2 0.06
1 0.125 0.125 0.25 0.125 2 0.06
2 0.25 0.25 0.25 0.125 2 0.06
4 0.25 0.5 0.5 0.125 2 0.06
Chloramphenicol 0 64 64 64 1,024
0.5 128 128 64 1,024
1 256 256 64 1,024
2 256 256 64 1,024
4 512 512 64 1,024
Colistin 0 0.5 0.5
0.5 1 1
1 2 4
2 8 8
4 >64 >64

aTicarcillin, is substrate of MexAB-OprM; gentamicin and tobramycin are substrates of MexXY/OprM; ciprofloxacin is a substrate of MexAB-OprM, MexEF-OprN and
MexXY/OprM; chloramphenicol is substrate of MexAB-OprM and MexEF-OprN; porin OprD, which is inversely co-regulated with MexEF-OprN, is the main uptake
pathway of imipenem; colistin is substrate of MexXY/OprM in the specific case of PmrAB mutants.

bWhen increased (decreased) by the presence of citral, MIC values are indicated in bold (italic). All the experiments were made in triplicate. Blank spaces with no MIC
data denote that no drug susceptibility testing was conducted as they are not relevant.
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FIGURE 4 | Impact over time of citral on P aeruginosa susceptibility to tobramycin. Control: PA14 was grown in MHB with (open circle) or without (solid circle)
2 ng/mL tobramycin (TOB). Day 1 (D1): PA14 was grown in MHB containing 4 mg/mL citral and complemented or not with TOB. Day 2 (D2): Tobramycin tolerant
cells of D1 (open circle) were grown in a fresh medium without citral, and complemented or not with TOB. The results are presented as mean values calculated from

outer membrane, via a mechanism called “self-uptake pathway”
that does not require the presence of porins (Krause et al.,
2016; O’Driscoll et al., 2018). We wondered whether citral would
reduce the net negative charges of bacterial surface, and thus
the passage of aminoglycosides and colistin into the cell interior.
To check this hypothesis, we measured the Zeta potential of
strain PA14 before and after citral treatment. As previously
reported (Tashiro et al., 2010), untreated PA14 cells exhibited a
negative surface charge of —38 mV. This value slightly raised
to —30 mV when the bacteria were preincubated with citral,
suggesting that a number of outer membrane polar groups are
masked by this very hydrophobic molecule when it partitions
into the lipid bilayer. In absence of citral, the potential yielded
a value of —10 and —12 mV with increasing concentrations
of colistin and tobramycin, respectively in agreement with the
notion that these antibiotics interact with and neutralize the
negatively charged groups of LPS (Figure 5). Interestingly, citral
reduced the magnitude of variation in Zeta potential when the
bacterial cells were exposed to low concentrations of polycations
(10 pg/mL) (Figure 5). A plausible explanation for these results
is that citral impairs the binding and penetration of amine
antibiotics, at least under certain experimental conditions. The
further discovery that citral antagonizes polycationic antibiotics
not only in P. aeruginosa but also in P. putida, Acinetobacter
baumannii and Escherichia coli prompted us to search other
origins to its negative effects (Supplementary Figure 2).

Citral Forms an Adduct With Tobramycin

Reactive amino groups of aminoglycosides and polymyxins are
subject to react with the aldehyde groups of other compounds,
to form Schiff bases (RC=N-) (Fan et al., 2019). In this
context, the more reactive amine group appears to be that in
position 6’ of the nebrosamin part of tobramycin (Alkhzem
et al., 2020). If so, formation of some adducts could impair
the activity of these antibiotics, by preventing their entry into
bacterial cells and/or by inhibiting their binding to specific
cellular targets. In order to demonstrate the formation of
such imine conjugates, we carried out LC-HRMS (electrospray)
experiments on mixtures of tobramycin/citral (ratio 1/600) and
of colistin/citral (1/1500). This approach allowed the detection of

a mono-imine tobramycin-citral derivative (calculated mass for
[M + H]* C3Hs5,N500: 602.3765; measured: 602.3756) along
with free tobramycin (Figure 6), but failed to evidence formation
of a similar compound between colistin and citral. To prevent a
possible hydrolysis of imine during the preparation of the MS
sample, a prior reduction of the colistin/citral mixture using
sodium cyanoborohydride was performed, but the corresponding
reduced colistin-citral adduct was not detected by LC-HRMS
(data not shown). The loss of citral C=0 chemical bond (in
favor of C=N) in presence of tobramycin or colistin was then
assessed by Raman spectroscopy at 1676 cm~! (Figure 7).
In control experiments, we could observe that after 6 h of
incubation at 37°C (Figure 7A), the C=0 vibration increased
in intensity, probably due to an improved solubilization of
citral in water. At the opposite, the addition of either 20 or
40 pg/mL of tobramycin resulted in a decrease of C=0O band
intensity (proportional with tobramycin concentration) over the
incubation time (Figures 7B,C). A similar result was obtained
with 40 pg/mL colistin, but not with ticarcillin, an antibiotic
molecule devoid of amine group (Supplementary Figures 3A,B).

To objectivate the formation of inactive citral-based adducts
over time, we compared the susceptibility of strain PA14 to a
selection of antibiotics previously preincubated with or without
citral. As indicated in Table 2, MICs of gentamicin, tobramycin,
and colistin gradually increased with the preincubation time, up
to 32-fold after 24 h of contact, while the activity of ticarcillin
remained constant under these conditions.

The lack of antibacterial activity of imine adducts was
finally tested by using tobracitryl, a product resulting from
the condensation of citral with tobramycin in a 1:1 ratio as a
mixture of four isomers in 58% yield (Figure 8A). Interestingly,
MIC of tobracitryl for PA14 was 16-fold higher than that of
tobramycin (8 vs. 0.5 pg/mL). However, as the imine appeared
to be unstable in water, re-forming spontaneously the initial
amine, we synthesized a stable tobracitryl derivative, by reduction
of the imine group of tobracitryl into an amine one in 47%
yield (Figure 8B). The activity of this stable adduct proved to
be very low (MIC >64 pg/mL), confirming our hypothesis that
citral is able to spontaneously inactivate amine antibiotics by
forming Schiff bases.
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CONCLUSION

In the global context of increasing antibiotic resistance,
therapeutic indications of EOs need to be reassessed. Because
they are obtained from plants, these natural products are often
viewed as a safe and affordable alternative to antibiotics to
treat mild respiratory infections mostly due to Gram positive
bacterial species (Inouye et al., 2001). However, their activity
is several orders of magnitude lower than that of antibiotics,
their MICs being around 1-8 mg/mL. Moreover, data supporting
their clinical efficacy are scarce and their toxicity is often
overlooked (Calhoun et al,, 2019). As a matter of fact, the
Cystic Fibrosis Foundation (CFF) warns against using EOs by
nebulization as this may cause lung inflammation'. Based on
in vitro experiments, a number of studies suggest that EOs could
be used to synergize antibiotics against multidrug resistant Gram

Lwww.cff.org

negative bacteria (for a review Langeveld et al., 2014). While their
conclusions still need to be confirmed in clinical situations, data
accumulate showing that some EO components show adverse
effects in vitro on major antibiotics (Van Vuuren et al., 2009;
Moussaoui and Alaoui, 2016). For example, compounds with
aldehyde groups such as cinnamaldehyde and citral induce an
electrophilic stress response in P. aeruginosa implying multidrug
efflux transporters such as MexEF-OprN and MexXY/OprM,
which in turn increases the resistance of the bacterium to pump-
substrate antibiotics (Tetard et al., 2019). Similar effects on the
pathogen are obtained with glutaraldehyde, a biocide used for
cleaning and disinfection in hospitals, and malondialdehyde, a
catabolite of polyunsaturated fatty acid peroxidation found in CF
lungs (data not shown).

The present work reveals the potential risk of using citral
with aminoglycosides or polymyxins to treat human infections.
Since these antibiotics are essentially administered by intravenous
route to combat hard-to-treat nosocomial infections, their
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FIGURE 6 | Detection of a monoadduct of citral-tobramycin. (A) Liquid chromatography of a mixture tobramycin and citral (ratio 1/600). The peak corresponding to
tobramycin is colored in orange and the peak corresponding to the tobramycin-citral imine is colored in purple. (B) Mass spectrometry analysis (Electrospray in
positive mode) of tobramycin and tobramycin-citral imine from liquid chromatography. The target ions/formulas are displayed in the tables.
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coadministration with citral is not well justified in view of
the very weak efficacy of the product on Gram negative
species, and absence of validated protocols. In contrast,
in the context of CF and chronic obstructive pulmonary
disease (COPD), aerosols of tobramycin and colistin are
administered iteratively as maintenance therapy to control
lung colonization with P. aeruginosa. Whether self-medication
with EO formulations containing citral can be detrimental
to these therapeutic regimens is unknown. Data are lacking
on the concentrations of EO components achieved in airways
after nebulization, inhalation or ingestion. Our results tend
to demonstrate that aerosolization of antibiotics together
with some volatile antimicrobials yielding 1:8 MIC locally
in vivo may result in antagonistic interactions due to bacteria-
dependent mechanisms (e.g., increased efflux, lower outer
membrane permeability) combined with chemical inhibition
of antibiotic active groups. Thus, patients with CF or COPD
should be informed about the risk of self-medication with
EOs containing citral or cinnamaldehyde, as these off the shelf
supplements are distributed without restriction, and are usually
considered as non-toxic.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial Strains, Plasmids and Growth
Conditions

The bacterial strains and plasmids used in this study are
listed in Table 3. All the bacterial cultures were incubated at
37°C in Mueller-Hinton broth (MHB) provided with adjusted
concentrations of Ca?* (from 20 to 25 pg/mL) and Mg?*
(from 10 to 12.5 pg/mL) (Becton Dickinson and Company,
Cockeysville, MD, United States), or on Mueller-Hinton agar
cation-adjusted (MHA) (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France)

supplemented with antibiotics when required, or on minimal
medium M63 with 0.1% citral as carbon and energy source
(Ausubel et al., 2000). Citral, a mixture of citral B and citral
A (1:2) (Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) was
dissolved in 1:6 (vol:vol) aqueous solution of ethanol before use
(stock solution 148 mg/mL).

Drug Susceptibility Testing

Citral susceptibility of P. aeruginosa strains was assessed on
MHA. Paper disks loaded with 4.44 mg (5 pL) citral were
deposited onto the surface of seeded MHA plates. The size of
the inhibition zone was measured after 18 h of incubation at
37°C+ 1.

The minimum inhibitory concentrations (MICs) of selected
antibiotics were determined by the standard serial twofold
microdilution method, as recommended by the CLSI (Clinical
and Laboratory Standards Institute, 2020). Briefly, log-phase
bacterial cultures adjusted at 10° CFU/mL were distributed in
96-well sterile microplates by using a Freedom EVO® platform
(Tecan, Minnedorf, Switzerland), were incubated at 37°C &+ 1,
and then examined visually after 18 h of growth. All the
MIC experiments were performed in triplicate. The impact of
citral on antibiotic MICs was assessed at different subinhibitory
concentrations (0.5, 1, 2, or 4 mg/mL). A negative control with
2% ethanol was made in parallel.

Chemical interaction of citral with amine antibiotics
gentamicin, tobramycin, and colistin was studied by incubating
each antibiotic with 0, 0.5, or 1 mg/mL citral at 37°C for 0, 3,
6, or 18 h in MHB, before performing MIC experiments (see
above). Serial twofold dilutions of the antibiotic solutions with
and without citral were added to 10° CFU, and incubated at
37°C £+ 1 for 18 h. A negative control was made in parallel
with the non-amine antibiotic ticarcillin. A similar assay was
carried out with paper disks impregnated with tobramycin
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FIGURE 7 | Raman spectrum of the citral C=0 band. Raman spectrum of the
citral C=0 band was centered at 1676 cm™! and measured before and after
360 min at 37°C, to confirm citral can be still detected after this incubation
time (A). The reaction between citral and tobramycin was followed over the
same period of 6 h by adding 20 png/mL (B) or 40 wg/mL of tobramycin (C).

pre-incubated or not with citral, and deposited onto the surface
of MHA plates inoculated with a strain of S. aureus (Table 3).

RT-gPCR Experiments

Specific gene expression levels were measured by quantitative
PCR after reverse transcription (RT-qPCR), as previously
described (Richardot et al., 2016). RNA was reverse transcribed
with ImProm-II reverse transcriptase, according to the
manufacturer’s protocol (Promega, Madison, WI, United States).

Amounts of specific cDNA were asses