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PEPTIDES
ANTIMICROBIENS

Une approche nouvelle et innovante en dermatologie et otologie vétérinaire.
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Les infections bactériennes représentent une des causes principales de consultation en dermatologie
et otologie chez le chien et le chat . La bactérie la plus fréquemment rencontrée en dermatologie vétérinaire
est Staphylococcus pseudintermedius, qui est retrouvé a I'état
naturel sur la peau ou le tractus gastro-intestinal de la majorité des
chiens dans des niches écologiques ' (cf. photo 1). Sous I'effet de
différents facteurs, ces bactéries se multiplient et infectent la peau,
provoquant des pyodermites bactériennes
ou des otites, plus ou moins graves.

Les progres médicaux et le développement de nouvelles molécules
antibiotiques ont, dans le passé, significativement réduit la mortalité
et la morbidité associées aux infections bactériennes. Toutefois deux

phénomeénes nouveaux compliquent cette situation : I'apparition et
la diffusion de plus en plus fréquente de bactéries antibiorésistantes

et la quasi-absence de développement de nouvelles molécules
antibiotiques depuis une dizaine d'années. En conséquence des  photo 1 -

infections auparavant simples a soigner deviennent de plus en plus  culture de Staphylococcus pseudintermedius.
difficiles, voire impossibles, a traiter®.  Crédit : E. Bensignor

Il s’agit d’'un probleme a I'échelle européenne et mondiale ® dont
I'importance dans le domaine vétérinaire dépasse la seule santé de I'animal : les aliments et le contact direct
avec les animaux peuvent ainsi représenter un vecteur de transmission de 'antibiorésistance de I'animal a
I’'homme. Au cours des 10 dernieres années, la prise de conscience concernant la sélection de bactéries
résistantes aux antibiotiques chez les animaux de compagnie, ainsi que les effets possibles sur la santé humaine,
a été en constante augmentation.
Ceci est, en partie, d0 a une augmentation des prescriptions d’antibiotiques pour les animaux, alors qu’elles ne
sont pas toujours nécessaires, ou encore a de mauvaises habitudes de prescription
des antibiotiques en médecine vétérinaire.

Au vu de cette problématique, le besoin de développer de nouveaux agents antimicrobiens augmente, et des
efforts importants ont été faits par I'industrie pharmaceutique pour trouver des approches différentes, efficaces,
gui puissent étre utilisées comme une alternative aux antibiotiques lorsque
ceux-ci ne sont pas strictement nécessaires.

Une option prometteuse, a ce jour, est le développement de peptides antimicrobiens
(AMP- Anti Microbial Peptides ou PAM- Peptides AntiMicrobiens).
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LES RESISTANCES EN DERMATOLOGIE

STAPHYLOCOQUES RESISTANTS
AUX ANTIBIOTIQUES :
une prohlematique d’actualité

Jusqu’a récemment, les staphylocoques étaient consi-
dérés comme faciles a éradiquer, car sensibles a la
plupart des antibiotiques utilisés en routine en derma-
tologie. Toutefois, depuis une dizaine d’années, de nom-
breux rapports font état du développement de souches
résistantes . On retrouve également plus anecdotique-
ment en dermatologie/otologie canine d’'autres especes
résistantes qui méritent également notre attention, no-

Photo 2 :

Cytologie d’une otite a3 Pseudomonas (nombreux bacilles).
Crédit : T. Hazan

tamment des bactéries gram négatif (Pseudomonas et
Proteus) en cas d’otite (cf. photo 2)°.

'apparition, ou plutdt la sélection, d’espéces bacté-
riennes résistantes aux antibiotiques est un sujet de
préoccupation majeur en médecine depuis plusieurs
années. Parmi les différents types d’acquisition et de
transmission de facteurs de résistance, la résistance a
la méthicilline, due a la production par les staphylo-
coques d’une protéine de liaison aux pénicillines, la PL-
P2a, qui permet la survie de la bactérie en présence de
I'antibiotique, est une des plus étudiées et des plus pro-
blématiques en clinique. La production de la PLP2a est
due a l'acquisition par la bactérie du gene mecA, qui
est véhiculé par le SCCmec (« Staphylococcal Cassette
Chromosome mec »), un élément génétique mobile qui
s’integre dans le chromosome bactérien.

Pour S. aureus, cing types de SCCmec (I a V) ont été
identifiés, qui different par leur taille et leur composi-
tion génétique. Il est possible de déterminer par PCR
la présence du géne mecA et le type de SCCmec!. Les

staphylocoques méti-R identifiés a ce jour chez le chien
appartiennent aux especes S. aureus (SARM, pour
S. aureus résistant a la méticilline), S. pseudinterme-
dius (SPRM, pour S. pseudintermedius résistant a la
meéticilline), S. schleiferi subsp. coagulans et a d’'autres
espéces de Staphylocoques a coagulase négative °.

Il semble par ailleurs que ces souches aient une ten-
dance a la polyrésistance : on retrouve en effet de plus
en plus frequemment des résistances multiples aux
antibiotiques, notamment aux fluoroguinolones, aux
macrolides, aux aminoglycosides et aux tétracyclines .

LES SARM

Lisolement de SARM est signalé chez le chien depuis
de nombreuses années. Ces bactéries peuvent étre
rencontrées en cas de pyodermite mais également
chez des chiens sains, au niveau de sites de portage
(museau, cavité buccale, anus, muqueuse nasale). Il
semble que ces souches soient acquises a partir de
’humain, plusieurs études ayant montré qu’un trans-
fert est possible entre le propriétaire et son animal de
compagnie'.

Les SARM sont généralement hébergés sous forme
inapparente chez I'animal, mais ils peuvent également
étre responsables d'infections. Les taux de portage va-
rient en fonction des études, mais ils pourraient étre
augmentés dans certaines cliniques vétérinaires, ce
qui sous-entend une contamination possible d’'un ani-
mal a l'autre. Les SARM semblent plus fréquemment
en cause dans les pyodermites profondes rebelles (cf.
photo 3 et cf. tableau 1)

Tableau 1 page suivante

Photo 3 :
Pyodermite profonde rebelle a SARM.

Creédit : E. Bensignor



Les facteurs de risque pour l'acquisition d’'un SARM
sont encore débattus, mais il semble que I'utilisation
préalable d’antibiotiques (notamment les bétalacta-
mines et surtout les fluoroguinolones) et la pose de ca-
théters veineux soient en cause dans de nombreux cas
(voir encadré).

Encadré : QUAND SUSPECTER UNE INFECTION
PAR UNE BACTERIE METICILLINE-RESISTANTE ?

(d’apres 9)

e |nfections post-opératoires ou traumatiques
(plaies ne guérissant pas)

e |nfection au site de pose d’implants (cathéters,
protheses, matériel chirurgical) (cf. photo 4)

¢ Pyodermite ne répondant pas au traitement

e Commeémoratifs d’infection par un SARM ou
un SPRM

¢ Propriétaire porteur de SARM

e Présence de SARM démontrée dans I'envi-
ronnement

Photo 4 : Furonculose sur site d’un implant chirurgical.
Crédit : E. Bensignor

TABLEAU 1

EXEMPLES D’ETUDES SUR LA PREVALENCE DE LA COLONISATION PAR
LES SARM CHEZ LE GHIEN aapres o

POPULATION PAYS PREVALENCE REFERENCE
Communauté de UK 0% Baptiste et al. 2005
chiens tout venant UK 0,4 % Rich and Roberts 2006
Hong Kong 0,7 % Boost et al. 2007
Slovénie 0% Vengust et al. 2006
USA 4 % Kottler et al. 2008
USA 0% Griffeth et al. 2008
Chiens présentés Danemark 0% Bagcigil et al. 2007
dans une clinique Canada 0,5 % Hanselman et al. 2007
veterinaire
Chiens UK 9% Loeffler et al. 2005

hospitalisés Canada 0% Lefebvre et al. 2006
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Photo 5 : Pyodermite récidivante a SPRM.
Creédit : E. Bensignor

LES SPRM

Des souches méti-R de S. pseudintermedius sont de
plus en plus régulierement rapportées en dermato-
logie canine. Diverses études épidémiologiques dé-
crivent une augmentation réguliere d’isolement de ces
souches en cas d'infection (entre 5 % et jusqu’a 46 %
des isolements), mais également une augmentation du
portage chez les individus sains (jusqu’a 4,5 % chez le
chien, soit pres de 10 % des souches isolées). Le gene
mechA a été régulierement isolé de souches de S. pseu-

TABLEAU 2 :

dintermedius a la fois en Amérique du nord et, plus
récemment, en Europe. Il semble par ailleurs que les
SPRM isolés en Amérique du Nord sont différents gé-
nétiguement de ceux retrouvés en Europe. 'augmen-
tation, par transfert horizontal de genes de résistances,
de l'incidence de ces souches est prouvée et inquié-
tante. Les aspects cliniques sont assez semblables aux
pyodermites « classiques » et ce type de bactérie est
a envisager en présence d’infections récidivantes (cf.
photo 5 et tableau 2).

S. SCHLEIFERI SUBSP. COAGULANS METI-R

Les souches de S. scheiferi subsp. coagulans isolées
des cas de pyodermites canines sont fréquemment ré-
sistantes a la méticilline (jusqu’a 65 % dans une étude
récente). Il semble que la présence de ces souches soit
plus fréquente en cas de dermatose que chez le chien
sain.

STAPHYLOCOQUES COAGULASE NEGATIVE METI-R

Ces espéces semblent en augmentation et des souches
méti-R sont régulierement identifiées parmi certaines
de ces espéces. Des données récentes francaises font
état de plus de 25 % de souches résistantes.

LES RISQUES ZOONOTIQUES

Les risques zoonotiques semblent faibles mais ne sont
pas nuls. Il existe une possibilité de transmission de
I'animal a 'homme (et vice versa) par contact direct,
par la poussiere, par aérosol et par I'alimentation. Plus
gu’un risque zoonotique a proprement parler, nous
sommes face a une réalité de transmission au chien
puis par le chien de génes de résistance aux antibio-
tiques'' ... Le phénomene est d’autant plus inquiétant
gue certains clones rencontrés chez I'homme pour-
raient s’adapter aux chiens'? (cf. photo 6).
>

photo 6 page suivante

EXEMPLES D’ETUDES SUR LA PREVALENCE DE LA COLONISATION PAR

LES SPRM CHEZ LE CHIEN wapres s

POPULATION PAYS PREVALENCE REFERENCE

Chi . USA 2% Griffeth et al. 2008
Iens sains Slovénie 15% Vengust et al. 2006

Chiens prés_en_tés Canada 2 % Hanselman et al. 2007

(ks D) GG Japon 30 % Sasaki et al. 2007

vétérinaire

Chiens présentant USA 0 OA Meldleau et al. 1986

une pyodermite USA 7 % Griffeth et al. 2008

USA 3,5 % Kania et al. 2004



EVITER LAPPARITION ET LE
DEVELOPPEMENT DES RESISTANCES :
un challenge a envisager au
quotidien

Il apparait donc indispensable d’éviter le risque de dé-
veloppement des bactéries résistantes au quotidien,
ce qui impligue une diminution de [l'utilisation des
antibiotiques et des mesures d’hygiene : tout I1échage
par I'animal doit étre évité, notamment en présence de
plaies cutanées ; un lavage des mains doit étre effec-
tué entre chaque consultation ainsi qu’une désinfection
des tables et de I'environnement ; I'utilisation systéma-

LES POINTS FORTS ...

tigue des antiseptiques doit étre envisagée car il a été
démontré qu’ils pouvaient étre efficaces utilisés seuls
et permettaient potentiellement une diminution des
durées d’antibiothérapie quand utilisés en association
avec un antimicrobien par voie systémique!*'“... Dans
ce contexte, les études se sont multipliées ces der-
nieres années pour trouver des alternatives aux traite-
ments antibiotiques conventionnels : potentialisateurs
antibactériens, inhibiteurs de virulence bactérienne,
bactériophages, enzymes protéolytiques, vaccination,

Parmi ces différentes approches, le recours a des pep-
tides antimicrobiens est une voie alternative nouvelle
particulierement intéressante pour éviter ou diminuer
I'utilisation des antibiotiques en clinique.

Photo 6 :

La présence de staphylocoques
résistants nécessite des précautions
" pour le propriétaire et le vétérinaire.
* Creédit : E. Bensignor

e | a résistance a la meticilline est liée a la production par les staphylocoques d'une protéine
PBP2a qui leur assure une faible affinité pour les béta-lactamines et les céphalosporines. Elle
est consécutive a I'acquisition d’'un gene mecA ; ce gene est véhiculé par un €lément génétique

mobile appelé SCCmec.

e L es MRS sont responsables chez le chien et le chat de pyodermites récidivantes superficielles ou

profondes et d’otites externes.

e Ces souches sont de plus en plus fréquentes : en 2015 environ 15 a 20 % des souches recues par
le Resapath (réseau de surveillance bactériologique francais) sont des SPRM.

e Lessouchesde S. pseudintermedius MR sont résistantes aux béta-lactamines mais aussi a d’autres

classes antibiotiques.

e | e risque de transmission inter-especes en particulier entre I'animal de compagnie et I'homme

existe.

e | a réalisation d’'un examen bactériologique (et éventuellement d’'un antibiogramme) en cas de
pyodermite et d’otite externe récidivantes doit étre plus systématique.

e Une utilisation rationnelle des antibiotiques, des mesures alternatives a I'antibiothérapie et des
mesures d’hygiene rigoureuses restent la meilleure prophylaxie au développement de germes

résistants.
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LES PEPTIDES ANTIMICROBIENS : de quoi s'agit-il ?

DISTRIBUTION, STRUCTURE
ET ROLES DES PEPTIDES
ANTIMICROBIENS

Une vaste majorité des organismes vivants produit des
peptides antimicrobiens. Ces peptides (PAM) consti-
tuent virtuellement des agents universels de la premiere
ligne de défense immunitaire de toute forme de vie. Les
PAM sont classiquement des chaines d’acides ami-
nés relativement courtes (de 12 a 100 acides aminés),
chargées positivement (cationiques), amphipathiques
(qui possedent des propriétés aussi bien hydrophiles
que lipophiles), qui ont été isolés chez les micro-orga-
nismes unicellulaires, les insectes et autres invertébrés,
les plantes, les amphibiens, les oiseaux, les poissons et
les mammiféres, y compris chez 'Homme!®16,

Leur caractéristique structurelle fondamentale repose
sur leur capacité a adopter une forme dans laquelle
des groupements d'acides aminés hydrophobes et ca-
tionigues sont organisés dans des secteurs discrets de
la molécule. A ce jour, plus de 1700 PAM ont été iden-
tifiés, soulignant ainsi leur importance dans le systeme
immunitaire non spécifique, principal systeme de dé-
fense pour la majorité des étres vivants.

Leur rdle principal dans la plupart des cas est de tuer
des organismes envahisseurs potentiellement patho-
genes. Mais si ces peptides sont décrits comme de
puissants antimicrobiens, pour autant, leur activité an-
timicrobienne directe est certainement inhibée dans les
conditions physiologiques normales, par des protéases
endogenes, certains anions polyvalents, comme les gly-
cosaminoglycanes, et une faible concentration locale
de ces mémes peptides.

Ces peptides sont par ailleurs d'importants effecteurs,
en tant que modulateurs, du systeme immunitaire.
L'expression de ces PAM peut étre constitutive ou in-
duite par des stimuli infectieux et/ou inflammatoires
(cytokines proinflammatoires, bactéries, constituants
moléculaires bactériens comme les lipopolysaccha-
rides [LPS]). lls sont en effet capables d’accroitre le
phénomeéne de phagocytose, de stimuler le largage de
prostaglandines, de neutraliser les propriétés septiques
des LPS, de renforcer le recrutement et 'accumulation
d’'une grande variété d’autres cellules de défense sur
des sites inflammatoires ou infectieux'” €. lls sont ca-
pables également de promouvoir le phénoméne d’an-
giogénése et d’'induire le phénoméne de cicatrisation.
De plus, les peptides des Mammiferes ont montré un
rble actif dans la transition d’'une réponse immunitaire
non spécifique vers une réponse immunitaire adapta-
tive par leur chimiotactisme positif pour les monocytes
et les lymphocytes T chez 'Homme, mais également
de par leurs propriétés adjuvantes et polarisantes sur le
développement des cellules dendritiques'™.

Les peptides antimicrobiens constitueraient ainsi les
véritables sentinelles de l'immunité adaptative. Ain-
si, méme si de tels peptides peuvent avoir des effets
directs sur des microbes, en déstabilisant ou détério-
rant les membranes des bactéries, des virus ou des
champignons potentiellement pathogenes, ils s'averent
particulierement impliqués dans I'orchestration du dé-
roulement des réponses immunitaires et des réponses
inflammatoires. Dailleurs I'importance de leur activité
microbicide dans les défenses de I'hote semblerait va-
rier selon les sites chez un méme organisme, mais éga-
lement entre différents organismes. Chez les animaux
pluricellulaires, il semblerait qu’ils soient systématique-
ment exprimés et/ou localisés sur ou dans certaines
cellules ou tissus du corps les plus exposés aux infec-
tions, comme les muqueuses et la peau.

DEFENSINES ET CATHELICIDINES :
les peptides antimicrobiens
prédominants chez les
Mammiferes

PEPTIDES D’ORIGINE BACTERIENNE

Les peptides antimicrobiens d’origine bactérienne
(bactériocines) ont été les premiers isolés et caracté-
risés. lls contribuent a la survie des bactéries en tuant
d’autres bactéries qui entreraient en compétition pour
leur alimentation dans un méme environnement.

Les bactériocines constituent un groupe vaste et di-
vers classifié en deux grandes catégories : les peptides
contenant de la lanthionine (un acide aminé inhabituel)
et ceux n’en contenant pas.

Parmi les antibiotiques (contenant donc de la lanthio-
nine), la nisine, produit par Lactococcus lactis est sans
doute celui qui a été le plus étudié, puisqu’il est utilisé
depuis plus de 50 ans comme conservateur alimen-
taire sans qu’aucun phénomeéne de résistance n'ait été
constaté a ce jour. La nisine, sous forme de lingettes
imprégnées utilisées seules ou associées a une antibio-
thérapie orale, a également été étudiée chez le chien
dans le traitement des pyodermites bactériennes et des
proliférations bactériennes de surface avec un certain
succes™.

PEPTIDES DES VERTEBRES

Concernant les Vertébrés, les PAM ont été isolés dans
de nombreuses especes. Ceci signifie que méme en
présence d’'un systeme immunitaire adaptatif, ces pep-
tides jouent un role important dans le systeme de dé-
fense de I'hote. Leur activité microbicide directe est ce-
pendant variable dans des conditions physiologiques,



et est particulierement marquée sur les sites ou ils sont
en grande concentration comme dans les granules des
cellules phagocytaires des cryptes de l'intestin gréle 2.

¢ | es cathélicidines sont un groupe vaste et divers de
PAM chez les Vertébrés. Elles sont caractérisées par
un segment commun N-terminal bien particulier (le
domaine cathéline), qui est protéolytiquement clivé
afin de donner la forme mature active du peptide,
et par un peptide cationique de structure variable a
son extrémité C-terminale. La plupart des cathélici-
dines sont ainsi conservées sous leur forme imma-
ture inactive, principalement dans les granules des
cellules immunitaires circulantes. Les granules des
neutrophiles par exemple constituent la source prin-
cipale de cathélicidines, méme si celles-ci peuvent
étre exprimées au niveau des muqueuses de la
bouche, des poumons, génito-urinaires et dans les
kératinocytes en cas d’'inflammation, comme c’est
le cas pour la cathélicidine humaine LL-37 (seule
cathélicidine mise en évidence chez I'Homme)*.
Au-dela de leur segment N-terminal commun, la di-
versité structurelle au sein méme de cette large fa-
mille de peptides témoigne de propriétés distinctes
apparentes, avec sans doute des activités microbi-
cides et immunomodulatrices diverses.

Les cathélicidines ont été isolées chez de nom-
breuses especes de Mammiféres : comme la souris,
le lapin, le mouton, le cheval, le chat, le chien et
I'Homme. Les études sur le modeéle animal mettent
en évidence I'importance des cathélicidines comme
acteurs de premier choix dans la défense innée de
I'hote. Ainsi, les souris présentant une anomalie du
géne de leur unique cathélicidine sont incapables
de contrdler des infections dues a des streptocoques
du groupe A%,

¢ Les défensines représentent le second groupe pré-
dominant de PAM chez les Mammiferes®!. Ces pep-
tides cycligues sont divisés en trois sous-groupes en
fonction de la position de leurs ponts disulfures : les
a-défensines, les p-défensines et les 6-défensines.

Comme pour les cathélicidines, les défensines
chez le Vertébrés sont synthétisées sous leur forme
pré-peptide, qui requiere une maturation en forme
active par protéolyse. Les a-défensines et les p-dé-
fensines sont largement distribuées chez les Verté-
brés, alors que les 8-défensines sont plus rares (chez
les singes de I'« Ancien Monde » uniquement).

Les a-défensines et les B-défensines sont présentes
dans les granules des neutrophiles, des macro-
phages, des lymphocytes NK, des cellules intesti-
nales de Paneth et dans les cellules épithéliales de
la peau et des muqueuses pulmonaires et uro-géni-
tales, notamment. Les études in vitro ont montré que
les défensines possedent dans I'ensemble un faible
pouvoir bactéricide, fongicide et virucide. Les pro-
priétés microbicides des a-défensines et p-défen-
sines sont inhibées par des concentrations salines
physiologiques®. Cependant, les fortes concentra-
tions notamment d’a-défensines que I'on peut ren-
contrer dans certains sites, et particulierement dans

i

les granules des cellules phagocytaires et dans les
cryptes intestinales sont a priori suffisantes pour
exprimer leur potentiel microbicide malgré I'antago-
nisme des sels®.

LES PEPTIDES ANTIMICROBIENS
ET LA PEAU

Quatre pB-défensines et une cathélicidine ont été iso-
lées dans la peau de 'Homme. Elles ont des proprié-
tés antimicrobiennes contre les bactéries, y compris
les Staphylococcus aureus meéticillines-résistants
(MRSA), des levures et des virus. Six p-défensines
(cBD1-like, cBD2-like/122, cBD3-like, cBD102,
cBD103 et cBD127) et une cathélicidine (cCath)
ont été identifiées dans la peau et les muqueuses
du chien®¢?728 Les cBD1-like, cBD2-like/122, cBD3-
like, cBD103 et cCath possédent une activité anti-
microbienne contre les MRSA, les Staphylococcus
méthicilline-sensibles et résistants, Escherichia coli,
Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Malas-
sezia pachydermatis et Candida albicans. Le cBD103
semble étre le plus efficace contre les Staphylococ-
cus spp, Pseudomonas aeruginosa, Malassezia pa-
chydermatis et Candida albicans. Le cCath, quant a
lui, semble le plus efficace contre Escherichia coli.?®

LES DIFFERENTS MODES
D’ACTION DES PEPTIDES
ANTIMICROBIENS::--:

Les PAM ont ciblé une différence fondamentale entre
la constitution des membranes des microbes et celle
des cellules des organismes pluricellulaires. Ce phé-
nomene est pour le moment bien mieux compris
pour les cibles bactériennes des PAM. En effet, les
membranes bactériennes sont organisées de telle fa-
¢on que la couche externe de la membrane cytoplas-
mique présente au milieu extérieur des lipides et
leurs tétes phospholipidiques chargées négative-
ment. A I'inverse, la couche externe des membranes
cytoplasmiques des organismes pluricellulaires est
composée de lipides ne présentant pas de charge
nette. La plupart des tétes phospholipidiques font
partie de la couche interne de la membrane cytoplas-
mique et est dirigée vers le cytoplasme. Un modele
propose le mode d’interaction entre les PAM et la
membrane cytoplasmique bactérienne, suivi des mo-
difications structurales de celle-ci (déplacement des
phospholipides), de son altération et dans certains
cas de I'entrée des PAM dans la bactérie-cible. De
plus, la présence de molécules de cholestérol dans la
membrane cytoplasmique des organismes pluricellu-
laires réduit I'activité des PAM de par la stabilisation
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qu’il apporte ou tout simplement par ses interactions
directes avec les PAM. Cette théorie de perméabili-
sation de la membrane bactérienne a été pendant
relativement longtemps le seul mode d’action envi-
sagé pour les PAM contre les bactéries. Mais il est
clair désormais que de nombreux peptides exercent
leur activité microbicide par des moyens alternatifs,
et méme qu’ils pourraient agir sur plusieurs cibles en
méme temps. Quoi qu’il en soit, presque toutes les
stratégies dépendent des interactions entre les PAM
et la membrane bactérienne : formation de canaux
transitoires dans la membrane bactérienne, « micel-
lisation » ou dissolution de la membrane, translo-
cation au travers de la membrane. Par ce dernier
mode d’action notamment, qui ne constitue pas une
perméabilisation de la membrane, les PAM seraient
capables une fois présents dans le cytoplasme bac-
térien d’inhiber la synthese d’ADN, de protéines,
d’enzymes et/ou de la paroi bactérienne.

LES PHENOMENES DE RESISTANCE
CONCERNENT-ILS LES PEPTIDES
ANTIMICROBIENS ?

L'acquisition d’une résistance par une souche initia-
lement sensible est peu probable. Il y a bien sOr des
résistances innées de certaines bactéries, comme
Morganella spp et Serratia spp, dont les membranes
ne possedent pas suffisamment de lipides chargés
pour garantir une interaction PAM-bactérie.

La faible probabilité d’apparition de résistance bac-
térienne aux PAM est tout simplement due a la ca-
ractéristique essentielle de leur relation : la struc-
ture particuliére de la membrane bactérienne. Ainsi,
schématiquement, afin d’acquérir une résistance
contre un peptide une bactérie devrait revoir I'orga-
nisation ou la composition méme de sa membrane
cytoplasmique.

Si l'on considere la production de protéases par
une bactérie contre un ou plusieurs types de PAM,

Photo 7 :
Otite suppurée chez un chien : une bonne indication d’un

traitement avec des peptides antimicrohiens.
Crédit : E. Bensignor

il faut souligner la présence nécessaire pour ces
enzymes d'un site de reconnaissance unique et
constant alors que la plupart des PAM sont issus de
séquences d’acides aminés indéfinissables privées
d’un épitope unigue. Enfin, les organismes pluricel-
lulaires attaquent une bactérie a I'aide de plusieurs
types de PAM de structures différentes. Ainsi, la
destruction d'un type de peptide ne garantirait pas
la survie de la bactérie pour autant face aux autres
types de PAM en action.

Le probléme de I'émergence des résistances bacté-
riennes aux antibiotiques conventionnels, et ainsi le
besoin urgent de développer de nouvelles stratégies
antibiotiqgues a donc naturellement stimulé I'intérét
pour le développement des PAM dans l'arsenal thé-
rapeutique en médecine humaine, et plus récem-
ment en médecine vétérinaire. Pour autant, leur dé-
veloppement n’est pas si simple compte tenu de leur
toxicité habituelle établie pour les cellules propres
de I'hbte aux concentrations thérapeutiques élevées
nécessaires.

Leur intérét antibactérien principal reste donc pour
le moment encore une utilisation topique adjuvante.

Photo 8 :

Pyodermite cutanéomuqueuse chez un chien : une bonne
indication d’un traitement avec des peptides antimicrobiens.
Crédit : E. Bensignor




LES PEPTIDES ANTIMICROBIENS -
leur interét en dermatologie

RESULTATS D'ETUDES SUR
L'UTILISATION DES PEPTIDES
ANTIMICROBIENS EN
DERMATOLOGIE ET OTOLOGIE

VETERINAIRE

PREMIERE APPROCHE

Une premiére approche consiste a favoriser la syn-
thése des peptides endogenes par 'organisme. Peu
d’études ont été publiées validant cette approche.
Une étude in vitro a montré que I'utilisation d'une
combinaison d’extraits de plantes (Peumus boldus
et Spirarea ulmaria) stimulait I'expression de genes
codant pour la synthése de bétadéfensine (hBD3)
et de cathélicidine (hCath)* ; in vivo une autre
étude présentée en poster a évalué la méme com-
binaison qui s’avere plus efficace qu’'un placebo
pour diminuer le nombre de bactéries sur la peau
de chiens atopiques aprés 14 jours d’application,
avec une diminution significative du ratio staphylo-
coques sur bactéries totales et sans effet secondaire
(p =0,037)>.

SECONDE APPROCHE

Une seconde approche consiste a utiliser direc-
tement des peptides antimicrobiens sur la peau. I
s’agit d’une technique validée en dermatologie mé-
dicale, notamment pour les staphylocoques multiré-
sistants ; certains peptides de synthese possedent
en effet, outre leur effet antimicrobien direct, une
capacité de diminution de la synthése de médiateurs
pro-inflammatoires mais également de destruction
des biofilms bactériens®*.

Chez le chien, deux études in vitro ont été réalisées,
principalement vis-a-vis de l'intérét de ces peptides
de synthése vis-a-vis des staphylocoques en cas de
pyodermite ou d’otite, mais également pour les otites
externes, notamment a Pseudomonas.

L'un d’entre eux, 'AMP2041 a été crée grace a un
générateur de peptides STAMP et a fait I'objet de re-
cherches démontrant son efficacité et son innocui-
té notamment vis-a-vis des souches résistantes a la
méthicilline chez les bovins, les porcs et les chiens®.
Un effet microbicide a été noté apres 20 minutes
d'incubation a 100 % vis-a-vis de Pseudomonas
aeruginosa et a 90 % vis-a-vis de Escherichia coli.
Une diminution de plus de 90 % était notée vis-a-vis
de S. aureus apres 120 minutes d’incubation.

Ce peptide est caractérisé par un haut degré de so-
lubilité dans les environnements aqueux (supérieur
a 95 %), garantissant une utilisation facile dans dif-
férentes formulations galéniques, une haute stabilité
due aux liaisons disulfure, une spécificité envers les
cellules procaryotes, un large spectre d’action contre
les bactéries et les champignons et une action syner-
gigue avec les antibiotiques conventionnels.

AMP2041 agit sélectivement sur la reconnaissance
entre les différences de charge et de composition
des membranes cytoplasmiques des cellules eu-
caryotes supérieures et celles des cellules proca-
ryotes et des champignons. Les membranes cellu-
laires bactériennes sont principalement composées
de phospholipides chargés négativement, comme
la phosphatidylsérine, le phosphatidylglycérol, et
le bis(phosphatidyl)glycérol. Les membranes cellu-
laires eucaryotes, a l'inverse, comportent un grand
nombre de composés neutres a pH physiologique,
comme le cholestérol, la phosphatidylcholine et la
sphingomyéline, et ne sont donc pas « attaquées »
par les peptides. Lactivité d’AMP2041 se manifeste
principalement par la perturbation et la destruction
des membranes bactériennes®°.

EFFICACITE DANS LES PYODERMITES

In vitro, I'intérét d’une association de peptide antimi-
crobien AMP2041, de tris EDTA et de digluconate
de chlorhexidine a été évaluée sous deux formula-
tions : shampooing contenant respectivement 2 ug/ml,
2 % et 0,08 % et solution contenant respectivement
0,5 ug/ml, 0,5 % et 0,02 %% . Le shampooing a
été testé dilué a Y contre différentes souches bac-
tériennes et fongiques a des intervalles fixes (30 se-
condes, 1, 5 et 10 minutes).

Un effet antimicrobien complet a été noté apres 30
secondes pour E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, S.
aureus résistant a la méthicilline, S. pseudinterme-
dius, S. canis et C. albicans. Pour Malassezia pachy-
dermatis, |'effet était obtenu aprés 1 minute et aprées
5 minutes pour P. mirabilis, ce qui confirme que le
shampooing permet un effet antimicrobien rapide et
complet vis-a-vis des principaux microbes respon-
sables d’infection chez le chien.

Pour la solution, des résultats comparables étaient
observés (effet bactéricide/fongicide apres 30 se-
condes pour E. coli, P. aeruginosa, S. pseudinterme-
dius, S. canis et C. albicans), aprés 1 minute pour
P. mirabilis et M. pachydermatis et aprés 5 minutes

O
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Photo 9 :
Pyodermite a staphylocoque résistant chez un Bouledogue
américain.

Crédit : E. Bensignor

pour S. aureus et S. aureus résistant a la méticilline
(cf. photo 9).

EFFICACITE DANS LES OTITES

In vitro, I’évaluation d'un gel contenant 0,5 ug/mL
du peptide AMP2041, 0,07 % de chlorhexidine
digluconate et 0,4 % de Tris et 0,1 % d’EDTA a été
testée sur 30 souches de Pseudomonas isolées a
partir d’otites externes®. Les concentrations mini-
males bactéricides et la rapidité d’action pour ob-
tenir la mort bactérienne ont été calculées avec des
systemes de dilutions sériées. Un effet bactéricide
en moins de 30 secondes a été observé pour toutes
les souches testées ce qui suggere une efficacité po-
tentielle en cas d’otite externe.

In vivo, une étude pilote s’est intéressée a l'efficacité
des mémes peptides antimicrobiens associés au tris

Photo 10 :
Otite bactérienne chez un chien Cocker
Crédit : E. Bensignor

EDTA et a la chlorhexidine dans les otites externes
canines, aigues ou récurrentes causées par des
bactéries (cf. photo 10) ou des Malassezia*.

Le traitement a été appliqgué un jour sur deux pen-
dant deux semaines. Les critéres évalués étaient le
prurit, la douleur, la présence d’exsudat, d’érythéme,
d’érosions/ulcérations avec un score validé OTIS3 et
I'appréciation semi quantitative du nombre de bac-
téries et de levures. Une amélioration clinique de
48,8 % a été notée apreés une semaine ; apres deux
semaines une amélioration de 84,8 % était notée
avec 13/16 chiens guéris et 3/16 chiens montrant
une nette amélioration. Sur le plan cytologique, a J7
I'amélioration était de 40,2 % et a J14 de plus de 71
% pour les bactéries (cf. photo 11) et plus de 77 %
pour les levures. L'évaluation globale par le proprié-
taire et le vétérinaire était supérieure a 96 % a J14.

Photo 11 :

Bactéries en hatonnet ayant des trous évidents dans la
membrane bactérienne causés par AMP 2041.

Crédit : Université de Parme

CONCLUSION

Dans le contexte actuel d’une utilisation raisonnée
des antibiotiques, du plan Ecoantibio qui prévoit
une diminution des quantités prescrites et
délivrées a I'animal, et de I'augmentation parfois
alarmante des cas de résistance bactérienne
tant chez I'homme que chez lanimal, le
développement de solutions alternatives a
I'antibiothérapie est le sujet de recherches
poussées. La découverte et le développement
de peptides antimicrobiens s'inscrit dans cette
démarche. Les preuves, in vitro et in vivo, de
leur efficacité sont désormais disponibles et il
apparait donc logique d’intégrer cette nouvelle
approche dans l'arsenal thérapeutique dont nous
disposons aujourd’hui au quotidien.
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