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INTRODUCTION

L’utilisation souvent abusive et inconsidérée des antibiotiques (ATB) a titre curatif,
prophylactique ou encore zootechnique a fortement contribu¢ a I’apparition de germes

pathogenes résistants aux antibiotiques conventionnels (Hoffmann et al, 1999).

Le développement constant de ces résistances pose un probleme majeur dans la lutte contre
les agents infectieux, et compromet I’avenir de ces substances en thérapeutique. La
nécessité de trouver de nouveaux agents anti-infecticux est devenue par conséquent I’un des

enjeux majeurs de la recherche et de I’industrie pharmaceutique (Zasloff, 2002).

Une des voies d’avenir est sans aucun doute celle qui s’appuie sur le séquencage des génomes
microbiens et sur leur analyse fonctionnelle. Une autre voie plus classique et toujours aussi
prometteuse et celle de la caractérisation de molécules naturelles douées de propriétés anti-

infectieuses (Dimarcq et al, 2007).

Dans cette optique, la découverte chez les animaux de peptides endogenes présentant des
propriétés antibactériennes avec des structures trés différentes des ATB classiques offre des
perspectives nouvelles (Brogden et al, 2003). Ces peptides antimicrobiens synthétisés par
I’organisme lui-méme, sont des effecteurs de I’immunité innée contribuant a la premiére ligne
de défense de I’organisme, ils se profilent comme étant des candidats particulierement
originaux avec lesquels il faudra compter a I’avenir (Reddy et al, 2004). Les caractéristiques
de leurs structures et modes d’action peuvent servir de modele et conduire a terme a la
production de nouvelles classes d’antibiotiques originaux, utilisables en thérapeutique

(Hancock et al, 2002).



Le présent manuscrit a eu par conséquent pour principal objectif 1’étude de 1’intérét
des peptides antimicrobiens en médecine vétérinaire, pour ce faire il a été scindé en deux
parties :

— Une premiére partie bibliographique qui se veut une synthése des données actuelles
sur les peptides antimicrobiens (origine, synthése, modes d’actions, différentes

utilisations...)

— La seconde partie consacrée a 1’étude expérimentale, a porté d’une part sur
I’évaluation de Iefficacité de deux peptides antimicrobiens isolés de peau
d’amphibiens sur le souche bactérienne Staphylococcus aureus, et sur les genres
Salmonella sp., Enterobacter sp., E.coli , ainsi que sur le champignon Candida
albicans et d’autre part sur I’évaluation de leur toxicité cutanée sur des lapins albinos.
Les matériels utilisés et les méthodes adoptées lors de notre étude expérimentale y
seront détaillés et les résultats obtenus présentés et discutés.
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I. LES PEPTIDES ANTIMICROBIENS ACTEURS CLE DE
L’IMMUNITE INNEE

Tout organisme vivant est constamment exposé a des agents potentiellement pathogénes a
travers le contact, 1’injection et I’inhalation (Reddy et al, 2004). La survie de ces organismes
dans un milieu hostile dépend de leurs moyens de défense (Bals, 2000).

Au cours de I’évolution, deux systemes de défenses immunitaires ont été sélectionnés :
I’immunité innée et I’immunité adaptative ou acquise (Hoffmann et al, 1999).

L’immunité adaptative n’existe que chez les vertébrés et présente deux caractéristiques
essentielles : la spécificité de reconnaissance et la mémoire (Kindt et al, 2008).

La différence entre les réponses immunitaires innées et adaptatives est principalement liée aux
mécanismes de reconnaissance des microorganismes. Dans le processus d’immunité innée, la
reconnaissance est médiée par des récepteurs dont la spécificité est génétiquement déterminée
dés la naissance, d’ou le terme « innée » et n’est pas modifiable (Male et al, 2007).

Le spectre de reconnaissance de ces récepteurs est dirigé contre des motifs structuraux
microbiens largement répandus chez les micro-organismes, mais absents des cellules de 1’hote
(Dziarski, 2003).

L’immunité adaptative est le type de défense qui est stimulée par les microbes qui envahissent
le tissu, c'est-a-dire qu’elle s’adapte a la présence de micro organisme invasifs (Abul et al,
2005). Le probléme inhérent a la réponse immunitaire acquise est celui de la durée de la
réaction de défense. En effet, il faut compter trois a cing jours pour que le systeme acquiert sa
pleine efficacité, ce qui donne largement le temps aux pathogénes de nuire a 1’hote.
La encore I’immunité innée joue un rdle crucial par ses mécanismes effecteurs (phagocytose,
peptide antimicrobiens, voies alterne et lectine du complément, par exemple) qui sont activés
dés le début de I’infection et controlent de fagon quasi immédiate la prolifération des
pathogenes. La réponse adaptative devient en mesure de prendre le relais chez les vertébrés a
I’issue de cette période (Male et al, 2007).

Tous les organismes dépourvus d’un systéme immunitaire adaptatif (invertébrés) disposent
pour survivre d’un systéme inné efficace contre un grand nombre de microorganismes, basé

sur la production rapide de peptides pourvus d’une forte activité antimicrobienne et
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antifongique. Ce systeme de défense sans mémoire, mais peu sélectif, a d’abord été découvert
chez les insectes et les amphibiens (Zazloff, 2002).

Le systeme immunitaire inné est apparu au fil des études beaucoup plus complexe qu’il n’y
paraissait au début, mais on peut affirmer que, de la bactérie aux mammiféres supérieurs,
chaque espéce posséde dans son patrimoine génétique les moyens de se protéger en
produisant ses propres antibiotiques (Lehrer et al, 1999).

II. PRESENTATION GENERALE DES PEPTIDES ANTIMICROBIENS

Les peptides antimicrobiens sont considérés comme des éléments clefs du systeme
immunitaire inné des organismes multicellulaires (Reddy, 2004 ; Zampa et al, 2009 ;Zasloff,
2002 ), animaux et végétaux (Dimarcq et al, 2007).

Conventionnellement, les peptides antimicrobiens sont décrits comme des molécules de
petite taille (6-50 résidus acides aminées) avec une masse moléculaire inférieure a 10 KDA
(Chinchar et al, 2004 ; Male et al, 2007).

Au cours des deux dernieres décennies, plusieurs peptides antimicrobiens ont été isolés a
partir d’une grande variété d’animaux invertébrés et vertébrés, de plantes ainsi qu’a partir de
champignons et de bactéries (Sugiarto et al, 2004 ; Reddy et al, 2004).

Les peptides anti microbiens sont largement distribués dans certaines zones stratégiques, plus
particulierement exposees a 1’environnement extérieur, comme la peau, les voies respiratoires,
le tractus gastro-intestinal et I’appareil urogénital (Devine, 2003). Ils sont également retrouveés
dans la circulation (lymphe, sérum), le corps gras des insectes et dans les sécrétions telles que
le liquide séminal, le lait et la sueur (Reddy et al, 2004).

Au niveau cellulaire, ces molécules sont produites principalement par les cellules immuno-
inflammatoires, (hotamment les neutrophiles monocytes, macrophage, lymphocytes et les
cellules dendritiques) et par les cellules épitheliales des muqueuses comme les cellules de

Paneth intestinales et les kératinocytes cutanés (Brogden et al, 2003).

Selon les organismes considérés, 1’expression des genes codant pour les peptides
antimicrobiens se fait soit de maniére constitutive dans des cellules sécrétrices (la plupart des

cas), soit de fagon inductible par des infections ou des stimuli inflammatoires (Schroder et al,
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2006 ; Dimarcq et al, 2004). Les insectes font exception a la régle puisqu’ils sont les seuls a
produire des peptides antimicrobiens dans le cadre d’une réponse systémique inductible

(Hoffmann et al, 1999).

De maniere générale, les peptides antimicrobiens sont synthétisés comme des protéines, au
travers du cycle classique de la transcription de 1’information génétique, on parlera dans ce
cas de peptides ribosomiaux (Karp, 1996). Il est a noter toutefois que certaines bactéries et
certains champignons produisent des peptides par voie non ribosomiale en faisant appel a de
gros complexes multi enzyme de type non ribosomal peptide synthétase (NRPS) (Finking &
Marabhiel, 1996 ; Sieber & Marahiel, 2003).

Les peptides antimicrobiens sont connus par leur fonction antimicrobienne, qui consiste en
I’¢limination des pathogénes qui envahissent I’organisme. Ils sont actifs contre les bactéries
Gram® et Gram’, les champignons, les levures, les parasites et certains virus enveloppés
(Zasloff, 2002 ; Dimarcq et al, 2007). Par ailleurs certains peptides présentent une

cytotoxicite envers les cellules cancéreuses (Brogden, 2005).

En plus de ces fonctions; ils jouent des réles multiples en tant que médiateurs de
I’inflammation (Yang et al, 2002 ; Salz et, 2002). lls influencent divers processus comme
la libération de cytokines (Cole, et al, 2005), la prolifération cellulaire, I’angiogénése,
la cicatrisation, le chimiotactisme, I’induction immune ou encore 1’équilibre entre I’activité

des protéases et celles de leurs inhibiteurs (Beisswenger & Bals, 2005).

La grande diversité des peptides antimicrobiens refléte probablement 1’adaptation des espéces
aux pathogénes présents dans les niches écologiques tres diverses qu’elles occupent associés

aux microbes contenus dans leur alimentation (Simmaco et al, 1998 ; Boman, 2000).

I1l. CLASSIFICATION DES PEPTIDES ANTIMICROBIENS
A T’heure actuelle, plus de 1200 peptides a activité antimicrobienne d’origines diverses
ont été identifiés (Lai & Gallo, 2009). Ils présentent une grande diversité structurale et la

majorité d’entre eux a été répertoriée dans des bases de données comme :

- Antimicrobial séquence Database (AMSDD) ;
http://www.bbcm.univ.trieste.it/~tossi/amsdb.html
- Antimicrobial Peptide Database (APD) ; http://aps.unmc.edu/AP/main.php
- Antimic ; http://research.i2r.a-star.edu.sg/Templar/DB/ANTIMIC/
(Brahmachary et al. 2004)



http://www.bbcm.univ.trieste.it/~tossi/amsdb.html
http://aps.unmc.edu/AP/main.php
http://research.i2r.a-star.edu.sg/Templar/DB/ANTIMIC/
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Ces peptides sont actuellement classés selon leurs caractéristiques structurelles et leur richesse
remarquable en certains acides aminés (Bulet et al, 2004).

Il est ainsi possible de distinguer deux grandes familles de peptides :

— Des peptides antimicrobiens cationiques, classés en quatre grands groupes :
- Peptides cationiques linéaires formant une hélice a, amphiphiles ;
- Peptides cycliques riches en cystéines, a ponts disulfure ;
- Peptides riches en acides aminés spécifiques ;

- Peptides contenant des acides aminés rares modifiés ;

— Des peptides non cationiques
- Anioniques
- Aromatiques

- Dérivés des protéines liées a I’oxygene.

I11.1. Les peptides antimicrobiens cationiques

Ils sont constitués principalement de molécules de petite taille dont un grand nombre
d’entre elles ont des séquences riches en résidus arginine et/ou lysine leur permettant
d’acquérir une charge globale positive d’ou leur nom de peptides cationiques (Lehrer et al,
1999). lIs se retrouvent surtout chez les animaux domestiques et ils varient beaucoup dans

leur composition, structure et distribution selon les espéces (Nicolas et al, 1995).

II1.1.1. Peptides cationiques linéaires formant une hélice a

Cette famille regroupe plusieurs centaines de peptides, qui ont été isolés chez une
grande variété d’especes allant des invertébrés aux mammiferes (Park et al, 2000). Ils sont les
plus étudiés du fait de leur découverte précoce par rapport aux autres peptides antimicrobiens,
mais aussi en raison de leur structure simple qui facilite leur synthése et leur mode d’action
(Dimarcq et al, 2007).

Leur spectre d’activité est trés large et s’étend aux bactéries, champignons et protozoaires.

Certains sont hémolytiques ou cytotoxiques (Bulet et al, 2004).
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Le tableau I présente quelques peptides en hélice a identifiés chez les arthropodes, poissons,

amphibiens et mammiféres.

TABLEAU | : Exemples de peptides lin€aires en hélice a identifiés chez les
arthropodes, poissons, amphibiens et mammiferes

ORIGINE ORGANISME NOM ACTIVITE
. Mite de la soie Cécropine A B,V,F,P,M, T
Hyalophora cecropia
Arthropodes
. Abeille Api mellifera Mélittine B,V,F,H T
. Araignée Cupiennus salei Cupiennine B, I,H
. Sole Pardachirus | Pardaxine B
Poissons marmeratus
. Poisson chat  Parasiburus | Parasime B, L**
asotus
. Xenope Xenopus | Magainime B, P, T, contraceptive
Laevis
8 |3
= & -
S| L Amphibiens . Rainette Phyllomedusa Dermaceptine B,V,P, L
c Neb)
- L . Crapaud sonneur a ventre Bombinine B
jaune Bombina variegata
. Grenouille verte Rana
esculenta Temporine B,H,F
. Crapaud Bufo bufo Buforine B, F
Animaux Domestiques *Cathélicidines
Lapin — CAP 18
Bovin —— | BMAP 28
Mammiféres Ovin —» eS'\élz.?'_Z'g
Equin ' cecropine P1 B.F
Porc. —| *Cathélicidine
. Homme Homo Sapiens LL-37

B : Antibactérienne
| : Insecticide
M : Anti métazoaire

F : Antifongique
H : Hémolytique
T : Anti tumorale

V : Antivirale
P : Anti protozoaire
L : Anti levure

(D’apres Zasloff, 2002 ; Reedy et al, 2004 ; Dimarcq & Andrés, 2007 ;
Schroder et al, 2006 ; Chinchar et al, 2004 ; Brogden et al, 2003)
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I11.1.2. Les peptides cycliques riches en cystines a ponts disulfure
Ces peptides cycliques riches en cystéines représentent le 2°™ grand groupe de

peptides antimicrobiens. lls sont généralement plus longs que les peptides en hélice o et

peuvent ainsi adopter une grande variété de formes (Brogden, 2005).

Selon le nombre de résidus cystéines, ces peptides adoptent une structure en feuillet J,

une conformation en «épingle a cheveux» rigide (B-hairpin-like) maintenue par des ponts

disulfure, ou encore des structures mixtes contenant a la fois des hélices a et des feuillets 3

(Reddy et al, 2004).

Les représentants de cette famille ont été identifiés dans tout le régne animal a la fois chez les

vertébrés, et chez les invertébrés, mais aussi dans le régne végetal (Bulet et al,

2004 ;Dimarcq et al, 2004).

NB : Les défensines sont le groupe le plus représentatif de cette catégorie de peptides.

En fonction du nombre de ponts disulfure, de leur forme, ces peptides sont répartis en
plusieurs sous-groupes :

III.1.2.a. Peptides contenant un seul pont disulfure
Les peptides de ce sous-groupe sont composés des plus petits peptides présentant des

structures B-hairpin-like rigides. Le tableau Il présente plusieurs exemples de peptides
cycliques contenant un pont disulfure identifié chez les insectes, amphibiens et mammiferes.
On peut citer a titre d’exemple:
- La thanatine isolée chez une punaise, seul représentant de cette famille chez les
insectes, montrant le plus large spectre d’activité chez les arthropodes avec une
activité antibactérienne, a la fois sur les bactéries a Gram” et & Gram’ ainsi qu’une

activité antifongique et anti levure (Bulet et al, 2004).

- La bactinicine est le seul peptide de ce sous-groupe identifié chez les mammiféres.
Il est actif a la fois sur les bactéries 8 Gram” et a Gram ~ (Bulet et al, 2004 ; Ganz
& Lehrer, 1998).
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III.1.2.b. Peptides contenant deux ponts disulfure
Ces peptides contiennent quatre résidus cystéines engages dans deux ponts disulfure

internes engendrant une forme B-hairpin-like (Bulet et al ,2004).

Le tableau II: illustre plusieurs exemples de peptides cycliques contenant deux ponts

disulfure identifiés chez les arthropodes et les mammiferes.

Nous pouvons citer a titre d’exemple :

— L’androctonine isolée chez le scorpion Androctonus australis qui est active sur les
bactéries Gram™ et Gram’, les levures et les champignons (Ehret-Sabatier et al,
1996).

— La gomésine a été isolée de I’araignée Acanthoscuria gomesina (Silva et al, 2000).
C’est un puissant antibactérien, anti levure, antifongique et actif contre leishmania
(Yasin et al, 2000).

— Les Protégrines : seuls représentants de ce sous-groupe chez les mammiféres isolés
dans les leucocytes du porc. Elles sont actives sur les bactéries Gram™ et Gram’, les
champignons, levures (C.albicans) et certaines virus enveloppés (HIV) (Yasin et
al, 2000).

II1.1.2.c. Peptides contenant trois ou quatre ponts disulfure
Ces peptides sont constitués principalement de la famille des défensines qui ont été

isolées pour la 1% fois en 1983 & partir de macrophages présents dans les poumons du lapin
(Selested et al, 1983). Leur structure tridimensionnelle est constituée d’un domaine en hélice
a et de deux feuillets P antiparalléles stabilisés par les ponts disulfures (Sugiarto et al, 2004).
Plus de soixante dix (70) défensines ont été isolés aussi bien chez les insectes, les crustacés,
les tiques, les scorpions, les araignées, les mollusques et les nématodes. Elle constitue la
famille la plus représentée chez les invertébrés (Bulet et al, 1999 ; Dimarcq et al, 2007).

Les défensines d’invertébrés sont principalement actives contre les bactéries & Gram®, leur
activité est nettement plus limitée contre les bactéries a Gram™ et les champignons.
Seules quatre défensines d’insectes sont strictement antifongiques: la drosomycine chez
Drosophila mélanogaster (Fehlbaum et al, 1999), I’héliomicine chez Heliothis virescens
(Lamberty et al, 1999), la termicine de Pseudacanthothermes spiniger et la gallérimicyne

chez Gralleria mellonella (Schuhman et al, 2003).



Partie Bibliographique

Chez les vertébrés, les défensines sont classées en deux sous-familles de type o ou fB;
Les défensines a sont présentes chez de nombreux vertébrés comme 1’homme, le singe et les
rongeurs. Elles sont abondantes dans les granules azurophiles des neutrophiles, dans les
cellules intestinales de Paneth, dans le vagin et les trompes de Fallope. Les défensines 3
existent chez les oiseaux, reptiles et marsupiaux, on les trouve dans les tissus épithéliaux
comme le tractus genito-urinaire, la peau, le tractus respiratoire, les granulocytes et dans

I’estomac du pingouin royal (Brogden et al, 2003).

Le tableau Il présente plusieurs exemples de peptides cycliques contenant trois ou quatre
ponts disulfure identifiés chez les arthropodes, les crustaces, les nématodes, les oiseaux, les
mammifeéres et poissons.

On peut citer notamment la pénaeidine isolée du plasma et des hématies des crevettes
Penaeus vannamei qui présente une activité antibactérienne (Gram* ,Gram™ ) et antifongique
(Destoumieux et al, 1997).

I11.1.3. Les peptides riches en acides aminés spécifiques
Ce troisieme grand groupe de peptides rassemble des peptides linéaires dont les

séquences primaires sont particulierement riches en un ou deux acides aminés, tel que
’arginine, le tryptophane, la phénylalanine, I’histidine, la glycine ou la proline (Brogden et
al, 2003).

Le tableau 111 illustre plusieurs exemples de peptides riches en certains acides aminés
identifiés chez les arthropodes et les mammiferes.

On peut citer parmi ces peptides : I’abaécine qui est riche en proline, isolé a partir de 1’abeille

Apis mellifera (Casteels et al, 1990).

Chez les mammiferes certains peptides riches en tryptophane comme I’indolicidine isolée a
partir des neutrophiles de bovins a une activité antibactérienne Gram+ et Gram-, antifongique
et antivirale (Selted et al, 1992).

10
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mammiferes et poissons.

ORIGINE ORGANISME NOM ACTIVITE
insectes . Punaise : Thanatine B,F, L
o2 Podisus maculiventris
5 g Amphibiens | .Rana esculenta : Esculentine B,F,H
3‘ g Grenouille verte
© | Mammiferes | .Bovin : Bos torus Bactenecine B
(neutrophiles)
Arthropodes | . Limule : Tachypleus Tachyplesine | B, L,V,H
Tridentatus
g % . Scorpion : _ Androctonine | B, F
S “§ Androctonus australis
~ % . Araignée : Gomesine B,F,L,P,H
Acanthoscuria gomesiana
Mammiferes | . Porc : Sus Scrofa Protégrine B,F LV
. Glossina morsitans : Défensime B,F,P
8 Mouche
=> . Ornithodoros moubata : Défensime B,FP
g Arthropodes | Tique
O . Héliothis virescens : mite Heliomicine F
[%2]
ﬁ . Drosophila melanogaster : Drosomycine | F
§ o Drosophile
o ‘5 . Anopheles gambiae : Gambicine B,FP
= Anophéle
% Crustacés . Penaeus Vannamei : Pénaeidine B, F
1% crevette
§_ Nématodes . Ascaris suun : Ascaris ASABF B
<
8 Oiseaux . Aptenodyte patagonicus : pBD -2, B
™ pingouin sphe-2
Mammiferes Oryctolagus cuniculus : | Défensine B
lapin (NP-5)
. Hommo Sapiens : Homme -Défensine B,F,V
. Macaca mulatta : Macaque Défensine B
Poissons . Morone chrysops : Bars Hepcidine B
B : Antibactérienne F : Antifongique V : Antivirale

H : Hémolytique
T : Anti tumorale

P : Anti protozoaire
L : Anti levure

(D’apres Zasloff, 2002 ; Reedy et al, 2004 ; Dimarcq & Andrés, 2007 ;
Schroder et al, 2006 ; Chinchar et al, 2004 ; Brogden et al, 2003)

TABLEAU Il : Exemples de peptides cycliques contenant un, deux et trois ou quatre ponts
disulfure identifiés chez les arthropodes, les crustacés, les nématodes, les oiseaux, les

11
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TABLEAU 111 : Exemples de peptides riches en certains acides amineés identifiés chez les
arthropodes et les mammiferes.

ORIGINE ORGANISME NOM ACTIVIT
E
. Abeille Abaecine B
Apis mellifera
Riches en proline  |"y;5,che Drosophila | Droscine B
(P) melanogaster
[72)
D
gl - —
8_ Punaise : Pyrrhocoricine B
o Pyrrhocorus apterus
<
o
S
< . Diptéres
83 . Lépidopteres
E . Hyménopteres Diptéricine B
" IS Riches en Glycine | . Coléopteres
o é (©)) . Hémiptéres
8 | S . Hyalophora gloveri Glovérine B
£ | Mite
-~ c
g | s Riches en histidine | . Homme homo sapiens Histatine B, F
o —
Z | 8 (H)
s
@ Riches en proline | . Neutrophiles Bovin Bacténécine B
S (P)
x| g
§ Riches en
I= tryptophane (T) | . Bovins Indolicidine B,FV
£
S
P
Riches en proline | . Porc PR- 39 B
et en Arginine
B : Antibactérienne F : Antifongique V : Antivirale

(D’apreés Zasloff, 2002 ; Reedy et al, 2004 ; Dimarcq & Andrés, 2007 ;
Schroder et al, 2006 ; Chinchar et al, 2004 ; Brogden et al, 2003)

12
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II.1.4 Les peptides contenant des acides aminés rares modifiés

Ces peptides sont considérés comme non communs dans la mesure ou ils sont composés
d’acides aminés modifiés. Ce groupe est représenté par les lantibiotiques (classe | des
bactériocines) et les microcines (bactériocines de bactérie a Gram’) (Jack & Jung, 2000 ;
Gillor et al, 2004).

Les lantibiotiques sont des peptides antimicrobiens produits par des bactéries a Gram”.
Ces peptides différents des autres bactériocines par la présence de résidus lanthionines (Willey
& Van Der Douk, 2007).

Ces résidus originaux résultent de modifications post traductionnelles de peptides précurseurs
codes par des genes structuraux. La molécule la plus représentative de cette classe est la
nisine découverte en 1927. Elle est produite par la bactérie & Gram™ Lactococcus lactis et est
utilisée a I’heure actuelle comme conservateur alimentaire (E234) (Cotter et al, 2005 ; Ross et
al, 2002).La nisine est active sur les bactéries a Gram™ uniquement (Wiedemann et al, 2001).
Les microcines sont des peptides antimicrobiens issus de la classe des bactériocines produits
par des bactéries a Gram™. Ce sont des peptides généralement hydrophobes présentant une
grande stabilité a la chaleur, aux pH extrémes et aux protéases (Duquesue et al, 2007).

Les microcines subissent des modifications post-traductionnelles durant leur biosynthese.

Nous citerons a titre d’exemple la microcine B17 produite par E.Coli (Parks et al, 2007).

II1.2. Les peptides antimicrobiens non cationiques
Leur activité antimicrobienne est beaucoup plus faible que celle des peptides
cationiques et ni leur rdle physiologique ni leur mode d’action n’ont été elucidés, sans doute
différents de celui des peptides cationiques. lls intéressent cependant les chercheurs car ils
pourraient servir de base de recherche pour développer de nouveaux derives synthétiques
(Boman, 2003).

Les peptides non cationiques regroupent :

- Les peptides anioniques ;
- Les peptides aromatiques ;

- Les peptides dérivés des protéines liant 1’oxygene.

13
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IV- Mécanismes d’action

Les peptides antimicrobiens possédent un trés large spectre d’activité et une rapidité
d’action remarquable (Reddy et al, 2004). La plus part d’entre eux agissent directement sur la
membrane des microorganismes, tandis que d’autres ont une action sur des éléments intra-
cytoplasmiques comme I’ADN, I’ARN et les protéines cytoplasmiques afin d’inhiber leur
synthese (Park et al, 2000).

IV.1. Mécanismes d’action membranaire

L’action des peptides antimicrobiens requiert une reconnaissance spécifique des
cellules microbiennes, ce qui leur permet la distinction entre les cellules infectieuses et les
cellules de I’hote (Zazloff, 2002).

En effet, les membranes des microorganismes sont organisées de telle facon que, le feuillet
externe de leur bicouche soit fortement occupé par des lipides dont les tétes polaires sont
chargées négativement (Figure 1). En revanche, le feuillet externe des membranes des
organismes multicellulaires est composé, principalement, de lipides et de cholestérol sans
aucune charge nette (Matsugaki, 1999).

Antimicrobial pept:de

Hydrophobic interactions Electrostatic and

hydrophobic interactions
Aak Stronx
Outer leaflet

v RRRIAAT,
Inner leaflet mbf)l 'deO \Ak' H(/(L‘/d

Prototypic plasma membrane of a  Bacterial cytoplasmic membrane
multicellular animal (erythrocyte)

'
O R R
kj | l 14 '1
Cholesterol Zwitterionic phospholipids
Acidic phospholipids

Figure 1 : Schéma des relations spécifiques entre peptide antimicrobien et les membranes
d’organismes pluricellulaires animaux et des bactéries (Zasloff, 2002)

14
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Plusieurs étapes peuvent étre distinguées dans le mécanisme d’action des PAMS sur les
membranes.
1% étape : Attraction

C’est I’étape préalable a toute interaction. C’est aussi au cours de celle-ci qu’a lieu la
sélectivité des PAMs pour les cellules cibles (Brogden, 2005).
La majorité des PAMs sont attirés de fagcon électrostatique par les phospholipides chargés
négativement des membranes des microorganismes (Silvestro et al, 1997). On peut citer a titre
d’exemple, les PAMs cationiques qui sont attirés par les charges négatives des phospholipides
anioniques et des groupes phosphates des lipopolysaccharides des bactéries Gram négatives et
par les acides teichoiques des bactéries Gram positives (Scott et al, 1999).

2°™ étape: Attachement

Une fois a proximité de la membrane, les PAMs doivent traverser la capsule
polysaccharidique qui contient des lipopolysaccharides dans le cas des bactéries Gram
négatives et des polysaccharides, des acides teichoiques et des acides lipotéichoiques dans le
cas des bactéries Gram positives avant de pouvoir interagir avec la membrane externe.
Apres avoir franchi cette premiére barriére, les peptides peuvent interagir avec la membrane
(Brogden, 2005).
Des études ont montré que les PAMSs, en interaction avec différents types de lipides, ont deux
états de fixation a la membrane ; un état de surface, appelé « état S » et un état de formation
de pore appelé « etat | » (Huang, 2004).
Pour de faibles ratios peptides/lipides, les peptides sont a plat sur la membrane, cette
configuration correspond a 1’ «état S» qui est un état inactif et qui provoque un
amincissement de la membrane (Chen et al, 2003). Le degré d’amincissement de la
membrane est étroitement lié a la concentration en peptide et a la valeur de la constante
élastique de la membrane (Ludtke et al, 1995).
3™ étape: Insertion

A faible ratios peptides/lipides, les peptides sont dans I’ « état S » orientés parallélement a
la membrane (Yang et al, 2001). Pour des ratios peptides/lipides elevés, les peptides sont
orientés perpendiculairement a la membrane et s’inserent dans la membrane. Ils forment alors

des pores transmembranaires, c’est I’ «état | » similairement a I’« état S », I’« état | » varie en

15



Pour expliquer la perméabilisation de la membrane par les PAMs, trois modeles ont été

fonction du peptide et de la composition lipidique de la membrane cible (Brogden, 2005).

IV.1.1. Le Modele « Barrel Stave » ou « Douve de tonneaux »

Partie Bibliographique

Proposes :

Dans ce modele les hélices des peptides s’insérent dans la bicouche par « paquet » en

formant des pores transmembranaires (Figure 2). Ces pores ont la forme de tonneaux dont les

douelles seraient constituées d’hélices (yang et al, 2001).

¢lices sont en contact avec le coeur hydrophobe

hydrophobes des h

J4

¢gions

Dans ces pores, les r

hydrophiles du peptide constituent la lumiére du pore (Huang,

égions

7

de la membrane et les r

2004).
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..»nn"mvr,_.m_._

CLeLr
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L’addition progressive d’autres peptides induit une augmentation du diamétre du pore, ce qui

conduit & la fuite du contenu cytoplasmique et la mort de la cellule (Brogden, 2005).

n
’....._hl.

Les régions hydrophiles des peptides sont colorées en rouge

Les régions hydrophobes en bleu

Figure 2 : Le modele « Barrel Stave » (Brogden, 2005).
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IV.1.2. Le Modele « Carpet » ou « Tapis »
Dans ce modele, les peptides se fixent a forte concentration a la surface de la membrane et

la couvrent comme un tapis. Les peptides ne sont pas insérés a I’intérieur de la membrane et
ne forment pas de pores (Shai, Y, 1999). Apres leur fixation sur les phospholipides, les
peptides s’alignent sur la surface de la membrane et s’accumulent induisant une perturbation

de la membrane qui finit par étre perforée et son contenu cytoplasmique déversé (Huang,
2004).

e

T e 2252

TN 5 A
Y

Les régions hydrophiles des peptides sont colorées en rouge
Les régions hydrophobes en bleu

Figure 3 : Le modele « Carpet » (Brogden, 2005).

IV.1.3. Le Modele « Pores toroidaux » ou « Toroidal-pore »
Dans ce cas, le mécanisme est proche du modéle des pores en « douve de tonneaux »,

mais cette fois ci les lipides font partie intégrante du pore. En effet, les peptides forment des

structures amphiphiles au contact de la membrane, puis y enfuissent leur partie hydrophobe.
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Cette insertion des tétes hydrophiles des phospholipides induit ainsi une courbure de la

membrane (Yang et al, 2001).

Lorsqu’un certain ratio peptides/lipides est atteint, la tension engendrée provoque le

basculement des peptides perpendiculairement a la membrane et ainsi la formation du pore

mixte, composé a la fois de phospholipides (tétes hydrophiles vers I’intérieur du pore) et de

peptides amphiphiles (Huang H.W, 2004). La présence des tétes hydrophiles des

tivement, a I’intérieur des pores, contribuent a les stabiliser en

r

€€s nega

r

phospholipides, charg

1998).

limitant les phénomenes de répulsion électrostatique (Matsuzaki et al,

Les régions hydrophiles des peptides sont colorées en rouge

Les régions hydrophobes en bleu

Figure 4 : Le modele « Toroidal-pore » (Brogden, 2005).

IV.2. Mécanisme d’action intra- cellulaire

Méme si les modes d’actions les plus connus des PAMSs sont ceux qui font intervenir des

ruptures des membranes et des pores, certains travaux ont montré qu’il existait des modes

d’action alternatifs impliquant des mécanismes d’actions intracellulaires (Brogden ,2005).
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Par des analyses de translocation, il a été montré que les peptides riches en arginine étaient
capables, a la fois d’étre transportés a travers la membrane plasmique mais également a
travers 1’enveloppe nucléaire (Power & Hancoke, 2003). Aprés leur passage a travers la
membrane cellulaire, ces peptides agissent, en inhibant la synthese de la membrane cellulaire,
de ’ARN ou des protéines. D’autres peptides comme les histatines agissent plutot en inhibant
’activité enzymatique. Ces différents mécanismes sont résumés dans la figure 5 et le tableau

V.

Inhibition de la synthése Alteration de la membrane cytoplasmique
de la membrane cellulaire: (inhibition de la formation de septum):
Mersacidine PR-39, PR-26, indolicidine et microcine 25
\ / Activation d’'autolysine:
N-acetylmuramoyl-L-alanine

amidase

/

Transcription Traduction :
= > ARN ——— > Pl

Replication
ADN
I
Fixation a ’ADN: Inhibition de Ia synthése Inhibition de I'activité
Buforine 11, tachyplesine d'ADN, d’ARN et des protéines: enzymatique :
Pleurocidine, dermaseptine, Histatines, pyrrhocoricine,

PR-39, HNP-1, HNP-2,indolicidine drosocine et apidaecine

Figure 5 : Différents mécanismes d’action des antimicrobiens sans interaction
avec la membrane bactérienne (Brogden, 2005).
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Tableau IV : Mécanismes d’action de quelques peptides antimicrobiens

MODE D’ACTION

EXEMPLES DE PEPTIDES

protéines

§ Pores toroidaux Maganine 2, protégrine -1, meélittine, LL37
3
o 3 . _ _ o
2 3 Mécanisme « carpet » Dermaseptine S, cécropine, mélittine, ovispirine
Z¢
:
é Mécanisme « barrel Stave » | Alaméthicine
Floculation du contenu Peptides anioniques
intracellulaire
Altération de la formation

g du septum de la membrane | PR 39, indilicidine, microcine 25
g o cytoplasmique
= '@ | Inhibition de la formation | Mersacidine
7 =2 de la paroi cellulaire
£ § Fixation aux acides Buforine 11, tachyplesine
§ E nucléiques
3= Inhibition de la synthese | Pleurocidine, dermaseptine, PR — 39, indolicidine
> des acides nucléiques et des

Inhibition de ’activité
enzymatique

Histatine, pyrrhocoricine, drosocine, apidaecine

(D’aprés Brogden, 2005)

20



Partie Bibliographique

V. LES MECANISMES DE LA RESISTANCE BACTERIENNE AUX PAMs

Les études publiées sur 1’acquisition de résistance contre les peptides antimicrobiens
ont pour la plupart montré que 1’absence de certains génes rendait les organismes plus
sensibles a des peptides antimicrobiens particuliers. En effet, ces genes jouent généralement
un réle dans la virulence (Zasloff, 2002). Les microorganismes ont développé un certain
nombre de stratégies permettant de contrer I’action des PAMs en s’opposant aux mécanismes

d’attachement, d’insertion et de perméabilité membranaire :

- Modification de la charge nette

Chez Staphyloccus aureus, les produits de 1’opéron dIt qui comprennent les genes dlt
A, dit B, dIt C, dIt D réduisent la charge négative a la surface en translocant la D — alanine
du cytoplasme a 1’acide teichoique de surface. S.aureus modifie aussi sa membrane
chargée négativement avec la L —lysine par un intermeédiaire du gene Mprf. Ceci apporte
des charges positives a la membrane et réduit ainsi 1’attraction des PAMs du fait de la
diminution de la charge négative (Peschel et al, 1999).

- Modification de la fluidité

Les bactéries Gram négatives réduisent leur sensibilité au PAMSs en entravant la fixation
du peptide a la membrane. Pour cela elles operent de fagcon combinée en réduisant la charge
nette négative de surface, mais aussi en réduisant la fluidité membranaire en augmentant les
interactions hydrophobes entre le nombre plus important de chaines acyles du lipide A du
lypopolysaccharride (LPS) (Luderitz et al, 1982).

Ainsi, la présence de capsules polysaccharidiques intervient dans la résistance de Klebsiella
pneumoniae a de nombreux PAMSs. La capsule polysaccharidique limite 1’interaction des
peptides avec leurs membranes cibles. En effet, une souche mutante de Klebsiella dépourvue
de capsule, est plus sensible a I’effet des PAMs (Campos et al, 2004).

Cette augmentation de D’interaction hydrophobe entraine 1’insertion des peptides et la

formation des pores.
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- Maodification des protéines membranaires

Chez certaines bactéries Gram négative, telles que yersinia enterocolitica, entrainent des
altérations de protéines de la membrane extérieure ce qui augmente la résistance aux PAMs.
La résistance aux PAMS serait liée a la présence du plasmide PYve qui code I’adhésine A et

la lipoprotéine A de Yersinia enterocoliticalitica (Visser et al, 1996).

- Role des transporteurs.

Certains transporteurs ATP dépendants importent des PAMSs et certaines pompes expulsent les
PAMS. Ces deux transporteurs sont impliqués dans la résistance aux PAMs (Parra-Lopez et
al, 1993 ; Shafer et al, 1998).

- Production d’enzymes protéolytiques

De plus en plus de constations montrent que des enzymes protéolytiques seraient
impliqués dans la résistance aux PAMs (Belas et al, 2004 ;.Groisman et al, 1994 ; Resnick et
al, 1991).

On peut citer a titre d’exemple le peptide LL-37 qui serait clivé et inactivé par une
métalloprotéase de S.aureus appelée auréolysine en quantité suffisante et qui serait moins
sujet a la mort par LL-37, méme si la protéolyse par des PAMSs in vivo reste a prouver

(Sieprawska-Lupa et al, 2004).

VI. PEPTIDES ANTIMICROBIENS EN DEVELOPPEMENT CLINIQUE
Le potentiel thérapeutique des PAMSs est attribué aux propriétés lytiques de leur
membrane. La forte activité des PAMSs in vitro laisse entrevoir la méme efficacité de ces

derniers dans le traitement des infections in vivo.

A titre d’exemple, un modele de pneumonie aigue a été provoqué sur un agneau en utilisant
Mannhemia haemolytica, pathogéne de I’appareil respiratoire des ovins. L’étude a montré
qu’une seule instillation bronchiale de 0,5 mg de peptide antimicrobien SMAP 29 réduisait la
concentration de la bactérie dans le liquide de lavage broncho-alvéolaire et consolidait le

tissus pulmonaire réduisant ainsi I’infection pulmonaire (Brogden et al, 2003).
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Plusieurs peptides antimicrobiens ou deérivés sont en cours de développement clinique
essentiellement sous forme de topiques (Dimarcq & Andrés, 2004).

Le premier peptide antimicrobien, développé dans les années 90 est un derivé de la
magainine, le Péxiganan, (Magainen pharmaceutical, Philadelphie, EU) (Jacob et al, 1994 ;
Lamb et al, 1998), qui a recu depuis un avis défavorable pour sa commercialisation par la
FDA.

La plupart des peptides activant sur les membranes ont montré des effets antimicrobiens
contre un large éventail de bactéries Gram positive et Gram négative (Hancock, 2000).
Haverson et collaborateurs (2000) ont démontré que 1’administration orale de la lactoferrine B
humaine et de ses dérivés sont efficaces dans la réduction de I’inflammation des voies
urinaires des souris infectées par E. Colis.

Une autre étude menée par Giacometti et collaborateurs (1993) a montré 1’activité des
peptides cationiques (Cécropine, indolicidine et nisine) contre pseudomonas aeruginosa et a
fait remarquer que cette activité est renforcée lorsqu’ils sont utilisés en association avec des
antibiotique tels que la polymyxine E et la clarithromycine.

Le tableau ci-dessous reprend les peptides antimicrobiens cationiques en développement

clinique.
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Tableau V : Peptides antimicrobiens cationique en développement clinique

Produit(Sociéte)

Pexiganan
(Magainin
Pharmaceutical)
Iseganan(Intrabioti
cs
Pharmaceuticals)

PeptidesMBI
(Microlagix
Biotech)

Peptides dérivés de
I’histatine
(Périandotix)

Neuprex ( Xama
Ltd)

Mycoprex (Xama
Ltd)

Peptides dérivés de
I’héliomocine ou
de la thanatine
(Entomed SA)

Structure

/extrait
Hélice
a/peau du
xénope
Peptides a
ponts
disulfure/
leucocytes
de porc

Hélice o /
non
communiqué

Hélice
o/salive
humaine

Hélice
o/homme
Hélice a /
Homme
Peptides a
ponts
disulfure/ins
ectes

Voie
d’administration
Créme

-Bains de bouche

-Aérosols

Créme

Bains de bouches
et gels

Voie IV
Voies IV

Voie IV

Indications en cours de
développement
Impétigo et ulcération
surinfectées chez les diabétiques

(études de phase I11)
-Mucites  chimio- induites
(études de phase I1I).
-Infections Pulmonaires dans la

mucoviscidose et sous
ventilations mécanique (études
de phase I)

Colonisation et surinfections des
cathéters centraux (étude de
phase IIl); acné et portage
nasale chronique de S.areus
(études de phase 1)

Gingivites et affections
périodontales (études de phase
I1-111) ; candioses buccales et
infections chroniques a
pseudomanas aeruginosa
(études de phase 1)
Méningococcémies chez

enfants ; maladie de crohn
Infections fongiques

Infections systémiques
fongiques chez
I’immunodéprimés et
bactériennes a germes multi
résistants

(D’aprés Andres & Dimarcq, 2004).
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I. Objectifs

L’utilisation souvent abusive et irréfléchie des antibiotiques que ce soit a titre curatif,
préventif ou encore zootechnique a fortement contribué a I’apparition de souches multi-
résistantes aux antibiotiques conventionnels favorisant ainsi la réémergence de certaines
maladies infectieuses. Afin de renforcer 1’arsenal thérapeutique traditionnel souvent défaillant
de nouvelles molécules alternatives, actives contre les microorganismes résistants ont été

recherchées et développées.

Notre présente étude a eu ainsi pour objectifs d’évaluer d’une part ; 1’efficacité de deux
peptides antimicrobiens sur la souche microbienne Staphylococcus aureus, et les genres
salmonella sp, enterobacter sp, E.coli, ainsi que sur le champignon Candida albicans in vitro

et d’autre part, de controler leur tolérance cutanée in vivo.

II. Etude de l'efficacité des PAMs in vitro

II.1. Matériels & Méthodes

I.1.1.Microorganismes étudiés

La présente étude a €té réalisée sur des genres identifiés d’E. Coli, Salmonella Sp.,
Enterobacter Sp., et sur la souche Staphylococcus aureus, conservés en gélose profonde ;
fournis gracieusement par le laboratoire central d'analyses de I'hopital des urgences médico-
chirurgicales Selim Zemirli, et sur une culture de C. albicans (Laboratoire de microbiologie
du CHU Mustapha Pacha).

I1.1.2. anti-infectieux étudiés

a- PAMs
Les deux peptides PAM 1 & PAM 2 testés ont été fournis par le Pr. BEN-MAHDI. Il s’agit de
peptides extraits de peau d’amphibiens, en cours de développement par 1’équipe de recherche

« Evaluation de [I’efficacit¢ des molécules pharmaceutiques et développement de stratégies
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thérapeutiques alternatives » en collaboration avec deux équipes CNRS et INSERM de CBM de
Bichat, Paris, France.

b- Antibiotiques
Les antibiotiques utilisés étaient des disques de marque Bio Rad, France et Diagnostics Pasteur et les

séries testées adaptées aux bactéries étudiées.

Le tableau ci-dessous présente les différents disques antibiotiques utilisés :

Tableau I : souches étudiées et antibiotiques testés

Souche Antibiotiques Abréviation Concentration
Pénicilline P 10ug
Oxacilline OX 1lug
Staphylococcus Streptomycine S 10ug
Aureus Spiramycine SP 100ug
Tétracycline TE 30ug
Bacitracine B 10ug
Polymyxine PB 300 Ul
Amoxicilline AX 25ug
Enterobacter Sp Cephaléxine CL 30ug
Tétracycline TE 30pg
Gentamycine GM 10ug
Erythromycine E 30ug
Polymyxine PB 300 Ul
Erythromycine E 30ug
E. Coli Cephaléxine CL 30pg
Tétracycline TE 30ug
Amoxilline AX 25ug
Gentamycine GM 10pg
Gentamycine GM 10ug
Amoxilline AX 25ug
Salmonella Tétracycline TE 30ug
Polymyxine PB 300 Ul
Erythromycine E 30pug
Céphaléxine CL 30ug
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I1.1.3. Matériels et instruments

Tableau

Il : Milieux et Matériels utilisés

MILIEUX UTILISES INSTRUMENTS UTILISES MATERIEL
Gélose Muller Hinton coulée sur | Ecouvillon Incubateur
boite de Pétri
Disques en papier wattman
Gélose enrichie de Chapman stériles
Gélose enrichie d’Hektoen Pince

Galerie Api Staph

Galerie Api E 20

Pipettes pasteur
Micropipette et embouts
Tubes a essali

Portoirs pour tube

Eau physiologique stérile
Anse de platine

Seringue a insuline

I1.1.4. Préparation des souches

étudiées

Dans un premier temps, il a été procéde a la revivification des genres et de la souche

conservés par ensemencement sur un milieu enrichi. La procédure générale appliquée est

décrite brievement dans la figure 1.
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Enrichissement ‘

Ensemencement d'un inoculum dans un bouillon BHIB
puis incubation du bouillon dans une étuve thermostatée a 37° pendant 24h

Isolement ‘

Ensemencement de l'inoculum a partir du bouillon préalablement traité sur un milieu sélectif coulé sur boite de Pétri
Incubation de la boite dans une étuve thermostatée a 37° pendant 24h

Identification Biochimiquie

Par des galeries Api spécifiques des staphylococques et des entérobactéries

Figure 1 : Procédure générale de réensemencement des souches bactériennes

a- Staphylococcus aureus
A D’aide d’une anse de platine, un inoculum est prélevé a partir du tube de conservation puis il

est ensemence sur un bouillon enrichi (BHIB).

Ce dernier est alors incubé dans une étuve thermostatée a 37°C pour une période de 24

heures.

Au terme de la période d’incubation, un inoculum est prélevé a partir du bouillon
préalablement ensemence, et est ensuite repiqué sur une gélose sélective pour les
staphylocoques (Gélose Chapman). Cette gélose est mise a incuber dans une étuve

thermostatée a 37°C pour une période de 24 heures.

Aprés la mise en incubation, des colonies pigmentées en jaune et mannitol + ont été obtenues,

évoquant des colonies a Staphylococcus aureus.

L’identification de I’espeéce bactérienne a été confirmée par utilisation de galerie Api staph

(Laboratoires Biomerieux).
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b- Les entérobactéries (E.coli, Salmonella. Sp, Enterobater.sp)
A T’aide d’une anse de platine, un inoculum est prélevé a partir du tube de conservation puis il

est ensemenceé sur un bouillon enrichi (BHIB).

Ce dernier est alors incubé dans une étuve thermostatée a 37°C pour une période de 24
heures. Au terme de la période d’incubation, un inoculum est prélevé a partir du bouillon
préalablement ensemence, et est ensuite repiqué sur une gélose sélective pour les
entérobactéries (Gélose Hektoen). Cette gelose est mise a incubée dans une étuve
thermostatée a 37°C pour une période de 24 heures.

L’identification de 1’espéce bactérienne a été¢ confirmée par I'utilisation de galerie Api 20 E

(Laboratoires Biomerieux).

c- Candida albicans
Des colonies de Candida ont été repiquées sur un nouveau milieu de Sabouraut coulé sur tube
et additionné de Chloramphénicol.
Les quatre tubes contenant les Candida fraichement repiqués, ont été mis a incuber pour une
période de 48h dans une étuve thermostatée a 27°C.
Au terme de cette période, il a été procédé¢ a I’étude des deux peptides (PAM1 et PAM?2).
A T’aide d’une pipette Pasteur, un puits a été creusé dans chacun des tubes, nous avons ensuite
déposé dans deux tubes 0,2 ml de PAM1 et PAM2 respectivement (dans les puits), les deux

tubes restants ont servi de témoins.

I1.2. Antibiogramme

I1.2.1. Préparation des disques de peptides

La sensibilité des bactéries aux peptides PAM1 et PAM2 a été étudiée en procédant a

I’imprégnation de deux disques de papier Wattman stériles de 50 ul des peptides sus cités.
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I1.2.2. réalisation de I'antibiogramme

L’antibiogramme a été réalisé selon le protocole standard défini par I’OIE. Pour ce faire, les
géloses Mueller Hinton, coulée sur des boites de Pétri sur une épaisseur de 4mm ont été

utilisées.

A partir du milieu d’enrichissement, 1 ml de bouillon a ¢ét¢ dilué¢ dans 9 ml d’eau
physiologique stérile. La suspension ainsi obtenue a été soigneusement homogénéisée avant

d’y tremper un écouvillon.

A T’aide de cet écouvillon bien essoré, toute la surface de la boite a été ensemencée

(3passages de 1I’écouvillon a orientation décalée de 60° par rapport a chaque passage).

Les disques d’antibiotiques présentés antérieurement dans le tableau I, ont été par la suite
appliqués a I’aide d’une pince stérile sur chacune des cultures bactériennes. Il en a été de

méme pour les disques imprégnes de peptides (figure 2).

Les boites ont été incubées 18heures a 35°C.

. ATB . ATB
4 6

Figure 2 : Disposition des disques d’antibiotiques et de peptides
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II.3. Lecture des résultats

La lecture des résultats a été faite aprés 18 heures d’incubation a 35°C.

Les diametres des zones d’inhibition ont été mesurés a 1’aide d’un pied a coulisse métallique,

a ’extérieur de la boite fermée.

Les valeurs ainsi obtenues pour chaque bactérie ont été comparées aux valeurs critiques
figurant dans les tables de lecture (jointes en annexes), et les bactéries sont donc catégorisées

en sensible, intermédiaire ou résistante.

III- Etude de I’évaluation de la tolérance cutanée des peptides in vivo :

I11-1- MATERIEL ET METHODE :

a- Matériel :
— 3 lapins albinos de 2,5 kg au moins ;
— Balance pour animaux « MU.C.LP.012 » ;
— Balance analytique « MU.C.LA.017 » ;
— Tondeuse électrique munie d’un peigne fin ;
— Aiguilles ou scalpels stériles ;

— Bandes de gaze stériles et sparadrap perforé ;

— Boites a contention pour lapins.

b- Méthode :

Les flancs de chaque lapin ont été soigneusement tondus la veille de I’application, au moyen

d’une tondeuse électrique. Un flanc servant de c6té témoin et 1’autre flanc servant de coté test.

L’état de la peau a été rigoureusement vérifié afin de ne retenir que les animaux présentant
une peau saine.
Les flancs ont été ensuite scarifiés par 3 incisions paralléles de 3cm de long espacées

d’environ 0,5 cm.
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Un volume de 0,5 ml des peptides PAM1 et PAM2 a été étalé uniformément sur les surfaces

de peau préalablement scarifiées, en frictionnant ces derniéres afin d’optimiser la pénétration

du topique.

c- Lecture et interprétation de I'essai

Une premiere lecture a été effectuée 30 mn apres 1’application ensuite 72 h plus tard,

sur les deux zones scarifiée et non scarifiée.

L’évaluation a porté sur la formation de 1’érythéme et de I’cedéme qui ont été notés suivant

1’échelle de notation reprise dans le tableau ci apres.

Tableau 111 : Evaluation de I’apparition d’cedéme et d’érythéme selon une échelle numérique

Pas d’érythéme 0

Léger érythéme (a peine visible) 1

Erythéme | Erythéme bien visible 2

et _ Erythéme modérée a important 3

formation  ["Erytheme grave (rouge pourpre) avec ou sans escarres (Iésions profondes) | 4
d’escarres

Pas de d’cedéme 0

(Edéme tres 1éger (a peine visible) 1

Evaluation | Léger cedéme (contours bien définis, gonflement apparent) 2

de I’cedéme 3

4

(Edéme moyen (€paisseur 1 mm)

(Edeéme grave (épaisseur supérieure a 1 mm)
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IV. Résultats
IV.1. Résultats de I'antibiogramme

L’interprétation des résultats de 1’antibiogramme s’effectue sur la base de la comparaison des
valeurs des diameétres obtenus avec celles des diamétres critiques décrits dans le manuel de

standardisation de 1’antibiogramme de I’OIE.

Ainsi, une bactérie est considérée comme étant sensible & un antibiotique donné si le diametre
de la zone circulaire d’inhibition translucide, apparue autour du disque imprégné

d’antibiotique, est supérieur aux valeurs des diamétres critiques.

NB : les tableaux contenant les valeurs critiques sont joints en annexe

a- Staphylococcus aureus

Les résultats de I’antibiogramme de staphylococcus aureus dans le tableau IV ci-dessous,
montrent que ce dernier est clairement résistant a quatre antibiotiques (Pénicilline, oxacilline,

bacitracine, spiramycine) et manifeste une résistance intermédiaire vis-a-vis de la tétracycline.

Tableau 1V : Résultats de 1’antibiogramme de Staphylocoque aureus

Antibiotiques Diamétres Peptides Diameétres
(mm) (mm)
Pénicilline 0 PAM 1 31
Staphylococcus Streptomycine 15
aureus Oxacilline 0
Bacitracine 0 PAM 2 27
Spiramycine** 9
Tétracycline* 17
** . Résistante * . Intermédiaire
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En revanche, la souche présentement testée était sensible aux deux peptides antimicrobiens
étudiés, comme [I’illustre les diamétres des zones d’inhibition obtenus autour des disques
imprégnés des peptides nettement supérieurs a ceux des zones d’inhibition autours des

disques antibiotiques (figure3),

Figure 3 : Résultats de I’ Antibiogramme de Staphylococcus aureus

b- Salmonella sp

Les résultats de 1’antibiogramme de Salmonella sp. montrent que cette derniere était
sensible a tous les antibiotiques testés a I’exception de la tétracycline (résistance
intermédiaire).

Tableau V : Résultats de 1’antibiogramme de Salmonella

Antibiotiques Diametres Peptides Diametres
(mm) (mm)
Gentamicine 20 PAM 1 36
Amoxicilline 22
Salmonella sp.

Tétracycline 17

Erythromycine 8 PAM 2 26
Polymyxine 17

Céphalexine 17

* - Intermédiaire

En plus des ATB prévus par le protocole de I’'OIE, Erythromycine, Polymyxine et Céphalexine ont
ete inclus dans la réalisation de I’antibiogramme.
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Les résultats de 1’étude de la sensibilité de Salmonella sp aux deux peptides antimicrobiens
ont rapporté des diametres des zones d’inhibition apparus autour des disques imprégnés des
peptides nettement supérieurs a ceux des zones d’inhibition autour des antibiotiques

(figure 4), mettant en évidence encore une fois 1’efficacité antibactériennes de nos peptides.

Figure 4 : Résultats de I’antibiogramme de Salmonella sp.

c- Enterobacter sp.

Les résultats de 1’antibiogramme pour le genre Entérobacter sp. laisse constater qu’il était
résistant a la céphalexine et 1’érythromycine et présentait une résistance intermédiaire aux
tétracyclines.

Tableau VI : Résultats de 1’antibiogramme d’Enterobacter sp.

Antibiotiques Diametres Peptides Diametres
(mm) (mm)
Céphalexine** 0 PAM 1 31
Enterobacter Polymyxine 15
Sp- Amoxicilline” 0
Erythromycine 9 PAM 2 29
Tétracycline* 16
Gentamicine” 0
** : Résistant * 1 Intermédiaire

En plus des ATB prévus par le protocole de I’OIE, Erythromycine, Polymyxine et Céphalexine ont
été inclus dans la réalisation de I’antibiogramme.
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Encore une fois les diameétres des zones d’inhibition apparus autour des disques imprégnés
des peptides étaient nettement supérieurs a ceux des zones d’inhibition autour des

antibiotiques (figure 5), confirmant 1’efficacité antibactériennes des peptides testés.

Figure 5 : Résultats de I’antibiogramme d’Entérobacter sp.

d- E. coli

Dans le tableau VI ci-dessus, les résultats de 1’antibiogramme pour le genre E.coli. montrent
encore une fois une résistance a plusieurs antibiotiques (Céphalexine, amoxicilline) et une

résistance intermédiaire pour la tétracycline.

Tableau VII : Résultats de 1’antibiogramme d’ E.coli

Antibiotiques Diametres Peptides Diametres
(mm) (mm)
Céphalexine 0 PAM 1 29
E coli Erythromycine 8
Polymyxine 16
Tétracycline 15 PAM 2 26
Amoxicilline 0
Gentamicine 23
** . Résistant * 1 Intermédiaire
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L’efficacité des peptides antimicrobiens a été encore une fois observée : les diametres des
zones d’inhibition apparus autour des disques imprégnés des peptides étaient nettement

supérieurs a ceux des zones d’inhibition autour des antibiotiques (figure 6).

Figure 6 : Résultats de I’antibiogramme d’E.coli

e- Candida albicans

Au terme de 48 heures d’incubation des 04 tubes dans une étuve thermostatée a 27°C :

Aucune disparition des colonies n’a été constatée dans le tube comprenant le PAMI,

compareée avec le tube témoin correspondant (figure 7).

Par contre dans le tube dans lequel a été appliqué le PAM 2 une importante disparition des
colonies a ¢été constatée de part et d’autre du puits imprégné comparée au tube témoin

correspondant (figure 7).
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La fleche indique le témoin

Figure 7 : Résultats de I’application des PAMs sur Candida albicans

IV.2. Résultats du test de tolérance cutanée
La détermination de I’indice d’irritation primaire cutané (IP) est établie par 1’addition
des chiffres obtenus pour I’érythéme et I’cedéme a chaque temps de lecture (24h et 72h aprés

I’application et pour chacune des zones)

Ce total a été divisé par 24 et la moyenne obtenue représente 1’IP. Ceci a permis de classer le

produit en 04 types de réponses (tableau V1II).

Tableau VII1 : Tableau de détermination de I’indice d’irritation primaire cutanée (IP)

Non irritant IP< 0,5
Légérement irritant 05<IP<2
Irritant 2<IP<5
Treés irritant 5<IP<8

Les résultats du test de tolérance cutanée réalisé par I’application des peptides PAM 1 et
PAM2 sur les lapins et compilés dans le tableau X ci-dessous montrent que I’IP obtenu était

égale a 0 donc < 0,5, par conséquent ces peptides sont considéré comme non irritants (figure

8).
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Figure 8 : Résultats de I’application des peptides sur les lapins

(A gauche le coté témoin, & droite le coté traité)

Par ailleurs une meilleure repousse du poil, sur le coté traité aux peptides par rapport au coté

témoin a été observée.

Tableau IX : Tableau des résultats obtenus pour le test de tolérance cutanée

Peptides Lecture a 24h Lecture a 72h Echelle IP
numérique

PAM 1 - Absence - Absence
d’érythéme d’érythéme 0 0

- Absence - Absence

d’eedéme d’cedéme

PAM 2 - Absence - Absence
d’érythéme d’érythéme 0 0

- Absence - Absence

d’cedéme d’cedéme
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Discussion

Symboles mythologiques, littéraires, artistiques et folkloriques, grenouilles et crapauds
ont toujours eu la part belle dans les médecines traditionnelles, les rites sorciers et
chamaniques de la préhistoire, la pratique des prétres-médecins assyriens et des sociétés
curopéennes de 1’époque médiévale. Ainsi les chinois puis les romains utilisaient- ils des
extraits de la peau d’amphibiens pour soigner des affections aussi variées que I'infertilité et
les morsures de chiens. Ainsi, les peptides, au méme titre que d’autres médicaments ont été
utilisés depuis fort longtemps ; Leur intérét ou I’intérét qu’on leur accorde actuellement est de

plus en plus important.

En 1971, les travaux du microbiologiste italien ERSPAMER, rapportaient déja la richesse de
la peau des amphibiens en peptides présentant des activités biologiques diverses (hormone
like, facteur de croissance, antibiotique...) (Baret Rouviere, 2007). Des études ultérieures les
ont identifiés dans différents organismes couvrant les procaryotes, les plantes, les insectes et
les animaux (Boman, 2000). En 2007, plus d’un millier de peptides antimicrobiens avaient
été identifiés (Wong et al, 2007). Plus généralement, il apparait que les insectes ont
développé un ensemble de peptides antimicrobiens dont la diversité est la plus importante du
régne vivant. Plus de la moitié des peptides antimicrobiens ont en effet été identifiés chez les
insectes (Hoffmann et al, 1999). Les peptides antimicrobiens constituent par voie de

conséquence un arsenal thérapeutique offrant un panel d’activité et de diversité fort important.

Chez I’homme, de nombreux peptides fonctionnels endogénes ont été identifiés, il s’agit le
plus souvent d’hormones. On peut citer parmi eux l’insuline découverte par Banting et

Macleod en 1923 qui leur a valu le prix Nobel de médecine (Lindahl, 2003).

L’efficacité des peptides a été démontrée déja par le fait qu’ils participent a la défense innée
des organismes animaux. Chaque espéce, de la bactérie aux mammiféres posseéde dans son
patrimoine génétique les moyens de se protéger en produisant des antibiotiques (Zasloff,
2002).

Les résultats obtenus dans le cadre de la présente étude, ont ainsi permis de mettre en
évidence D’efficacité antibactérienne des deux peptides antimicrobiens testés (PAM; et
PAM,). Les quatre bacteries étudiées : Staphylococcus aureus, Salmonella sp., Enterobacter

sp., E.coli se sont ainsi révélées sensibles a ces peptides, alors méme que :
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Staphylococcus aureus s’est révélé résistant a pénicilline, oxacilline, bacitracine et

spirampicine ;

Salmonella sp était intermédiaire aux tétracyclines ;

Enterobacter sp était résistant a I’amoxicilline, la gentamicine et a la céphalexine ;

E.Coli était résistante a la céphalexine et a I’amoxiciline.

De plus, méme les zones d’inhibition obtenues avec les deux PAM étaient nettement

supérieures a celles des antibiotiques auxquels les bactéries se sont révélées sensibles.

En revanche seul le PAM 2 a montré une activité antifongique et a entrainé une inhibition des

colonies de Candida albicans.

L’association des PAM dans des topiques constitue actuellement un champ d’application
prometteur, nous avons par conséquent entrepris d’étudier leur toxicité cutanée.
Leur innocuité a ainsi ét¢ démontrée lors du test d’irritation cutanée. En effet la toxicité
sélective des peptides antimicrobiens a été mise en évidence par de nombreux auteurs
(Matsuzaki, 1999). Les peptides sont souvent la plus petite partie fonctionnelle d’une
protéine et offrent donc une efficacité, une sélectivité et une spécificité tres importantes qu’il
est difficile d’atteindre avec de petites molécules (Hummel & all ,2006). Les produits de
dégradation des peptides sont des acides aminés, ce qui diminue grandement le risque de
toxicité. De plus les peptides s’accumulent peu dans les tissus diminuant d’autant les risques

de toxicité (loffet, 2002).

La meilleure repousse pilleuse constatée confirmerait leur intérét dans la stimulation indirecte

des processus de cicatrisation.

Le risque d’impact du médicament vétérinaire sur I’environnement est largement pris en
compte dans la législation de pratiquement I’ensemble des pays et conditionne souvent

I’autorisation de mise sur le marché de ces médicaments (Imbs-Viallet, 2008).

Il existe en effet, plusieurs médicaments vétérinaires, notamment ceux a base d’antibiotique
synthétique qui sont utilisés aussi bien dans le traitement des infections que dans
I’engraissement des animaux. Les denrées alimentaires issues des animaux traités par ces
médicaments peuvent contenir des résidus pouvant étre dangereux pour le consommateur.
Les peptides au méme titre que les protéines ou les vitamines ont d’emblée été jugés sans

impact pour 1’environnement (Imbs-Viallet, 2008).

41



Les antibiotiques d’origine animale sont prometteurs pour un développement thérapeutique.
L’activité importante des peptides antimicrobiens in vitro laisse entrevoir une activité
effective in vivo dans le traitement des infections bactériennes ou pour remplir diverses

fonctions biologiques (Boman, 2005).

De plus en plus d’entreprises pharmaceutiques concentrent leurs efforts sur le développement
des peptides thérapeutiques basé sur des peptides non humains pour résoudre le probléeme de

résistance bactérienne aux antibiotiques traditionnels (Gordon & al, 2005).

Le développement technologique de méthode de séparation et d’extraction et I’avénement de
la méthode de synthése par voie solide en 1963 ont permis d’envisager [’utilisation

industrielle des peptides synthétiques (Merrifield, 1963).

Les rapports des analystes financiers montrent que la créativité des entreprises
pharmaceutiques s’essouffle et qu’un grand nombre de brevets d’exploitation sont en fin de
vie alors qu’un nombre de plus en plus réduit de nouvelles molécules thérapeutiques arrivent
sur le marché, bien que les budgets de recherche et développement augmentent de plus en
plus. L’innovation dans I’industrie pharmaceutique devient compliquée, longue, risquée et
couteuse (Surowiecki, 2004). Pour contourner ces problemes, les industries pharmaceutiques
se sont tournées vers les peptides ou leurs dérivés (peptidomimétiques) comme agents

thérapeutiques (lathan et al, 1999).

En 2004, plus de 20% des médicaments appartenant aux 200 les plus vendus au monde étaient
a base de protéines et de peptides (Med Ad News, 2005). A la méme période 600 a 700
peptides étaient au stade de développement (McGee, 2005). Ils sont présents dans différents
domaine, tels le traitement de certaines formes de cancer, du sida, de 1’ostéoporose et de

maladies neurodégénératives (Lien & Lowman, 2003).

Enfin c’est important pour les industriels, les peptides médicaments sont innovants donc il

n’ya pas de risque qu’ils soient protégés par un brevet.

Si les peptides présentent des avantages leur conception pour une utilisation thérapeutique se
heurte @ de nombreux écueils. L’un des problémes est le cout de production a 1’échelle

industrielle qui reste encore prohibitif (Latham, 1999).

Ensuite, la fameuse regle des cing (Lien & Lowman, 2003), qui reste une référence pour les

modélisateurs de molécules thérapeutiques, n’est pas respectée pour les peptides notamment
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pour ce qui concerne le poids moléculaire. A ce titre on considere que les peptides sont peu
administrables par voie orale car ils seraient peu enclins a passer du systéeme digestif vers le
systtme sanguin. C’est la raison pour laquelle ’administration des peptides est a ce jour
principalement de type intraveineuse, ce qui n’est pas particulierement confortable pour le

patient et peu pratique pour le praticien (Lien & Lowman, 2003).

Un autre aspect négatif des peptides réside dans le fait qu’ils sont trés rapidement dégradables
et leur demi-vie dans I’organisme n’excéde pas quelques minutes, d’ou la difficulté

d’atteindre  la  cible et d’agir de facon optimale (Latham, 1999).
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Conclusion

Les peptides anti microbiens représentent sans doute 1’une des familles les plus

originales d’agents anti-infectieux qui ont été decouvertes au cours des 25 dernieres années.

Leur large spectre d’activité et leur rapidité d’action ainsi que 1’absence de résistance des
éléments pathogenes a leur action peuvent en faire des acteurs importants dans la médecine

vétérinaire en tant que médicament et complément alimentaire.

Il est vrai qu’actuellement, les recherches concernent beaucoup plus la découverte de
traitement pour I’homme, néanmoins certains peptides sont d’ores et déja utilisés ou testés

dans le domaine vétérinaire.

Leur développement restera cependant subordonné a 1’avancée des technologies de synthese
de conservation et d’administration pour permettre leur industrialisation a des couts

compétitifs.

IIs demeurent malgré ces inconvenients des eléments clés de la recherche et du

développement de nouvelles solutions thérapeutiques.
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LLes annexes







Table de lecture (1 @) * : valeur critiques des diamétres des zones d’inhibition et des CMI pour les Entérobactéries
CMI CRITIQUES ( pg/ml)

Diameétres critiques (mm)

Antibiotiques Testés Charge des Résistant Intermédiaire Sensible Résistant sensible
disques

B-_lactamines
Ampiciline 10 ug < 13 14 - 16 > 17 > 32 < 8
Amoxicilline+Acide 20/10 pg < 13 14 - 17 > 18 > 32/16 < 8/4
ciavulanique*
Ceftiofur **** 30 ug < 817 18- 20 > 21 > 8 < 2
Céphalotine. 30 pg < 14 15- 17 > 16 > 32 < 8
Aminosides
Néomycine** 30 g < 12 13-16 > 17 - -
Gentamicine 10 pg < 12 13-14 > 15 > 6 < 4
Sulfamides
Triméthoprime / 1.25/23 75ug < 10 01 -15 > 16 > 8/152 < 2/38
Sulfaméthoxazole
Sulfamides 250 pg ou 300ug < 12 13-16 > 17 > 350 < 100
Tetracyclines
Tétracycline* 30 pg < 14 15-18 > 19 > 16 < 4
Quinolones
Fluméquine*** 30 ug < 21 21- 24 > 25 -
Enrofloxacine 05 ug 16 17 - 22 > 23 > 4 < 05
Polypetides
Colistine** 10 pg < 6 09 -10 > 11 - -
Furanes
Nitrofurantoine 300 pg < 14 15-16 > 17 > 125 < 32
Phénicolés 13- 17 > 18 > 32 < 8
Chloramphénicol 30 pg < 12




Table de lecture(1b) *

:valeurs critiques des diameétres des zones d’inhibitions et des CMI pour staphylococcus sp.

Antibiotiques Testés Charge des Résistant Intermédiaire Sensible Resistant sensible
disques
B- lactamines:
Péniciline 10 UL < 28 - > 29 - Lactamine < 01
Oxacilline = S. Aureus 1pg < 10 11-12 > 13 > 4 < 2
Oxacilline=> S coagulase 1ug < 17 - > 18 > 05 < 0,25
Aminosides :
Streptomycine** 10 ug < 13 - > 15 > 16 < 3
Macrolides
Erythromycine : 15 ug < 13 14-22 > 23 > 8 < 05
Spiramycine** 100 pg < 19 - > 24 > 4 < 1
Glycopeptides :
Vancomycine 30 ug - > 15 < 4
Quinolones
Enrofloxacine*** 5ug < 16 17- 22 > 23 > 4
< 05

Tétracyclines 30 pg < 14 > 18
tétracycline 15 -18 > 19 < 1
Sulfamides
Cotrimoxazole 1,25 /23.75ug < 10 11-15 > 16 ? < 2/38




Polyeptides
Bacitracine**

130 pg

IA

15

A%

15

IA

IA




Résumé

Les peptides antimicrobiens sont considérés comme des éléments clés du systeme immunitaire inné,

systéeme qui assure la premiére ligne de défense des organismes multicellulaires. Ces peptides présentent un
large spectre d’activité antibactérienne et anti fongique, voir antivirale.

Les résultats obtenus dans le cadre de la présente étude, ont ainsi permis de mettre en évidence I’efficacité
antibactérienne de deux peptides antimicrobiens (PAM; et PAM,) sur Staphylococcus aureus, Salmonella
sp., Enterobacter sp., E.coli. Seul PAM1 s’est révélé en revanche efficace sur Candida Albicans. Leur
innocuité cutanée a par ailleurs était démontré lors du test d’irritation cutanée

Leur efficacité sur des souches multi-résistantes laisse entrevoir leur potentielle utilisation en tant que

molécules alternatives aux antibiotiques classiques.

Summary

Antimicrobial peptides are considered key elements of the innate immune system, a system that provides

the first line of defense multi-cellular organisms. Ces peptides exhibit a broad spectrum of antibacterial and
anti fungal, antiviral see.The results obtained in this study, have enabled to demonstrate the antibacterial
efficacy of two antimicrobial peptides (PAM1 and PAM2) of Staphylococcus aureus, Salmonella sp.,
Enterobacter sp. E.coli. However, PAML1 only proved effective against Candida Albicans. Their cutaneous
safety was also demonstrated in the skin irritation test. Effectiveness of multi-resistant strains suggests their
potential use as alternatives to conventional antibiotics molecules.
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