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Abstract

Bee venom is a complex product of several components which have therapeutic interests such as
melittin major component, it is secreted by the venomous glands of the worker bees Apis mellifera.
The establishment of the tissue culture plate (TCP) method by the five articles treated was for the
purpose of detecting the effect of venom and melittin on the biofilm of multidrug-resistant strains of
hospital origin (Acinetobacter baumannii , Enterobacter cloacae, Pseudomonas aeruginosa,
Enterococcus faecalis, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus aureus). The results of the five
articles studied confirm that bee venom and melittin had an inhibitory effect on biofilm formation with
concentrations of sub-MIC. These inhibitory effects are more important on young biofilms with Gram-
positive bacteria than on Gram-negative ones. A lot of research needs to be done for the valorization
of this natural product for the treatment and elimination of biofilms in hospitals and other infections
linked to medical devices.

Key words: Bee venom - Melittin - Apis mellifera - Biofilm - Hospital strains -Multidrug resistant -
Sub-MIC - Inhibition

Résumé

Le venin d’abeille est un produit complexe de plusieurs composants qui ont des intéréts thérapeutiques
tel la mélittine qui est son composant majeur, il est secrete par les glandes venimeuses des abeilles
ouvriéres Apis mellifera. La mise en place de la méthode de plaque de culture de tissus (TCP) par les
cing articles traités était dans le but de la détection de I’effet de venin et la mélittine sur le biofilm des
souches multirésistantes d’origine hospitaliére (Acinetobacter baumannii, Enterobacter cloacae,
Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus
aureus).Les résultats des cinq articles étudiés confirment que le venin d’abeille et la mélittine avaient
un effet inhibiteur de la formation du biofilm avec des concentrations de sous-CMI .Cet effets
inhibiteurs sont plus importants sur des biofilms jeunes a bactéries & Gram positif que sur des Gram
négatif. Plusieurs recherches doivent étre effectuées pour la valorisation de ce produit naturel pour le
traitement et 1’élimination de biofilm en milieu hospitalier et autres infections liées aux dispositifs
médicaux.

Mots clé: Venin d’abeille - Mélittine - Apis mellifera — Biofilm -Bactéries hospitaliéres -
Multirésistantes — Sous -CMI — Inhibition.
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Introduction

La plupart des bactéries qui ont déclenché des maladies graves et qui étaient autrefois
traitées efficacement avec plusieurs groupes d'antibiotiques distincts sont maintenant
devenues souvent résistantes a de nombreux antibiotiques (Laxminarayan et al ., 2013).
L'émergence de ces souches pathogeénes et résistantes est un probléme de santé publique de
plus en plus critiqgué [(Blair et al ., 2015) ; (Karyne et al ., 2020)], de plus le nombre limité
de nouveaux antibiotiques a compliqué le probleme de la résistance aux antimicrobiens,
entrainant des taux de morbidité et de mortalité plus élevés et des colts de soins de santé plus
élevés (Fadl, 2018).

S’ajoute a tout cela la capacité des bactéries a former des biofilms qui sont devenus 1’une
des préoccupations majeures de la question de la résistance aux antibiotiques (Percival et al .,
2015). Les bactéries présentes dans les biofilms ont une tolérance aux antibiotiques beaucoup
plus élevée jusqu'a 1 000 fois supérieure a leurs homologues planctoniques (Khozani et al .,
2018) et cela en raison de la diminution de la diffusion des agents antimicrobiens dans la
matrice extracellulaire, augmentation d’activité des pompes a efflux, détection de systéme
quorum et la présence des cellules persistantes (Dosler et al ., 2016). Ce facteur de virulence
« biofilm» occupe une position clé dans la progression des maladies chroniques (Lister et
Horswill, 2014), la propagation des infections aigués (la septicémie) (Fadl, 2018) et dans les
infections liées aux dispositifs médicaux.

Il est donc urgent de développer des composes naturellement bioactifs comme
alternatives aux quelques antibiotiques qui restent efficaces (Han et al., 2016). Dans cette
condition vitale, le venin d’abeille représente un nouvel espoir pour le traitement des
infections bactériennes, il présente une grande valeur thérapeutique en raison de son action
rapide et de son large spectre d'activités contre des bactéries a Gram négatifs et positifs, virus,
champignons et parasites (Bardbari et al., 2018). Le venin d’abeille posséde une
combinaison complexe des enzymes, des peptides et des amines, en raison de son activité
biologique, Il est utilisé depuis I'antiquité en thérapie primitive pour guérir les maladies (Fadl,
2018).

Suite aux situations difficiles de cette année 2020 et de la pandémie du Covid-19, notre
sujet de master et objectif d’origine restent irréalisables, en raison de la fermeture des
laboratoires de recherche et des universités. En conséquence, nous avons orienté notre travail
sur la réalisation d’une synthese des cinq articles portant sur notre théme de départ a savoir

I’effet du venin d’abeille sur la forme biofilm de certaines bactéries d’origine hospitalieres.
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Synthese bibliographique

1. Généralité sur ’abeille
1.1. Définition

L’abeille est un insecte appartenant a I’ordre des hyménopteres et vivant en société, celle-
ci étant caractérisée par la division et la spécialisation du travail. Dans les colonies d’abeilles,
une seule, la reine, est capable de pondre des ceufs ; les males, appelés aussi faux bourdons,
ont pour principal role social celui de féconder la reine. Les ouvriéres accomplissent des
taches plus diverses, entre autres la récolte de I’aliment, I’organisation de leur nid, ’entretien
des larves, la défense de la ruche contre les attaques d’ennemis éventuels. Leur role est donc
veiller a la sécurité et a la prospérité de la famille (Biri, 2010).

Les 3 castes représentent des différences dans leurs morphologie (la téte, thorax,

I’abdomen les ailes et les pattes) (Nenni, 2019) (Figure 1).

— ~_

/_\\—{/ \1\—.{:’( i

! N E Rt
Faux bourdon Reine ouvsTriere

Figure 1: Les castes de I’abeille (Rasolofoarivao, 2014).

1.2. Classification et répartition géographique

L’abeille de genre Apis présente une classification scientifique décrite dans le
(Tableaul)

Tableau 1 : La classification et description de 1’abeille (Peacock, 2011).

Classification Nom Description

Regne Animalia Ce sont des animaux
Embranchement Arthropoda Ils sont des pattes jointes

Classe Insecta Ils sont six pattes

Ordre Hymenoptara Ils sont des ailes semblables a des membranes

Sous-ordre Apocrita Ils possédent un dard

Super —famille Apoidea Ce sont des abeilles

Famille Apidae Ce sont des abeilles sociales

Genre Apis Abeilles

Espéce Mellifera Produit du miel
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L’abeille mellifére du genre Apis est répartie sur la totalité du globe terrestre. L’aire
géographique d’extension d’Apis mellifera couvre ainsi les continents Africain, Européen et

Asiatique a I’exception du Sud Est asiatique que se partagent les trois autres especes d’abeille
(Figure 2).

Figure 2 : Aires de répartition des especes du genre Apis (Charpentier, 2013).

2. Généralité sur les produits de la ruche
L'abeille et la société a laquelle elle appartient fascinent depuis des siécles. Elle est bien
sr, indispensable et irremplacable pour assurer la reproduction des plantes mais elle fournit
également a I'nomme des produits consommables parce qu’elle est une formidables« usine »
de production des substances naturelles tels que le miel, le pollen, la gelée royale, la propolis,
la cire et le venin qui possedent plusieurs propriétés antibactériens, antifongiques, antivirales,

anti-inflammatoires, antioxydants, anti-tumorales et cicatrisants [(Gharbi, 2011) ; (Amigou,
2016)] (Figure 3).

Figure 3: Les produits de la ruche : (1) Le miel (Cuvillier, 2015), (2) La propolis (Draiaia,
2016), (3) Le pollen (Desrochers et Schmidt, 2013), (4) La gelée royale (Rossant, 2011), (5) La cire
(Ballot-Flurin, 2011) ,(6) Le venin (Bogdanov ,2016a).



http://www.editions-homme.com/anicet-desrochers/auteur/desr1032
http://www.editions-homme.com/anne-virginie-schmidt/auteur/schm1054

Synthese bibliographique

Les abeilles sont des insectes vivant en colonies avec une organisation sociale complexe.
Leur nid contient des réserves alimentaires sous forme de miel et de pollen, ainsi que la
couvée, la reine et les abeilles elles-mémes. Ces ressources doivent étre défendues contre un
large éventail des prédateurs et des parasites, par la capacité des abeilles ouvrieres
(gardiennes) de piquer et injecter le venin dans un réflexe d’auto-défense du par les
phéromones d’attaque (message chimique) [(Ali, 2012);(Mizrahi et Lensky, 2013) ;(Cousin,
2014) ;( Nouvian et al., 2016)].

3. Présentation de venin d’abeille

A la naissance, 1’abeille ne possede ni venin ni réflexe de piqlire. Ce n’est que durant la
premiere semaine de vie post-larvaire que les glandes se mettent a sécréter le venin, lequel va
marir dans le réservoir pendant quelques semaines. Il acquiert ses qualités dans les 3 a 4
derniéres semaines de vie correspondant a la période ou I’abeille devient butineuse et
gardienne (Douzi ,2010).

Le venin d’abeille est issu des glandes a venin acides et basiques situées dans la partie

postérieure de ’abdomen des abeilles ouvriéres (Deltombe, 2018) (Figure 4).

Abdomen- F weux simples

aile _
antérieure

1. antennes

cosur _ ‘&S <5
rectum __ /
aiguillon _ ‘ yeux
i composés
glandes | ,‘ !
& venin ‘

intestin _‘ L chaine L mandibule
nerveuse

panier _ jabot
a pollen

Figure 4 : Anatomie d'une abeille ouvriére (Deltombe ,2018).

La quantité du venin libérée lors d’une piqlire varie d’une espéce a une autre et méme au
sein de la méme espéce. Le sac & venin peut contenir jusqu’a plus de 300 pg de venin.
Toutefois, la quantité libérée lors d’une piqire est moindre, allant de 50 pg a 140 pg (Douzi,
2010).Le venin existe sous deux formes : liquide (tel qu’il est injecté) ou séché (Deltombe
,2018) (Figure 5).
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Figure 5 : Venin d’abeille (A) I’état liquide (B) I’état sec (Bogdanov ,2016a).

3.1. Production de venin d’abeille
Les ouvrieres d'abeilles (Apis mellifera) sécrétent du venin par les glandes venimeuses
(Abdel-wahed et al., 2018) (Figure 6):
> Une glande acide mesurant environ 5 mm, contient un réservoir a venin qui sert a stocker
le liquide acide secrété par la glande.
> Une glande alcaline ou glande de Dufour, secréte un liquide atoxique sert de tampon pour

diminuer I’acidité du venin. Ce liquide permet de lubrifier I’appareil inoculateur (Douzi,

2010).

KoSerevrrrne i
3 s

Figure 6: Glande venimeuse chez hymeénoptéres Apis mellifera (Apidae). (1) Glande
venimeuse et son réservoir. R réservoir ; GD glande de Dufour ; GV glande venimeuse, (2) La
distribution des cellules sécrétrices dans la glande et le réservoir a venin de I’abeille
domestique, schéma d’une coupe longitudinale. Gv glande a venin ; R réservoir (3) .Parois de
la glande venimeuse en coupe. Cut cuticule; Ect ectoderme; G appareil de Golgi; Lu lumiére
de la glande; M mitochondrie; MB membrane basale; N noyau; R réticulum endoplasmique;
VS vésicule sécrétrice et ses microvillosités; V vacuole
(Pecault, 2002)
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3.2.  Propriétés de venin d’abeille

Une goutte de venin est composee de 88% d'eau et seulement 0,1 ug de venin sec .C’ est
un liquide jaunatre opalescent parfois presque incolore, il est inodore ou semblable au miel
avec un go(t aromatique, amer, acide et piquant, son pH est de 4,5 a 5,5. Il est soluble dans
I’eau (environ 10% sont insolubles) et les acides dilués mais insoluble dans l'alcool, sa gravite
est environ 1,13 [(Bogdanov, 2016a) ; (Omar, 2017) ; (Wehbe et al ., 2019)].

Le venin recueilli séche rapidement dans une piéce a température ordinaire, se
transformant en une masse cristalline de poudre jaune-brunatre. Il est détruit par la lumiére du
soleil et a des températures élevées mais plus stable a basse température .ce lui ci est
également détruit des substances oxydantes tels le permanganate de potassium, potassium

sulfate, les eléments halogénes-le chlore, le brome et par I’alcool (Bogdanov ,2016a).

3.3. Composition de venin d’abeille : La meélittine et son mécanisme d’action
Apres une synthése de plusieurs articles, le venin d'abeille est trés diversifié il est
composé de peptide, enzyme et d’amine et présentes plusieurs effets, tous ces caractéristiques

sont données dans le (Tableau 2).
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Tableau 2: Les composants du venin d’abeille

(Douzi ,2010) ; (Kintz et Villain, 2011) (Orsolié, 2012) ; (Ali ,2012) ; (Bellik ,2015) ; (Moreno et Giralt,
2015) ; (Bogdanov ,2016 a) ; (Eze et al ., 2016) ; (Hossen et al., 2017a); (Abdel-wahed et al., 2018) ; (Pucca
etal., 2019) ; (Wehbe et al., 2019) ; (Zhang et al., 2020) ;( Baek et al., 2020)

Composant / Masse

Classe moléculaire (Da) Poids Sec%o Effets
Mélittine (2840) 40-50 Disfonctionnement des phospholipides membranaires
Apamine (2036) 2-3 Neurotoxine inhibiteur des canaux K*dépendants de Ca**
Peptide de dégranulation des 2.3 Neurotoxine, blogueur des canaux K*.
mastocytes (MCD) (2588) Affecte les mastocytes en secrétant ou pas I’histamine
. Blogue de la synthese des prostaglandines, de I'activité de
Adolapine (11500) 1 | la cy%:looxygénase et Ia? lipoxygénase
Inhibiteurs de la protéase (9000) <0.8 Inhibiteur de l'agrégation des érythrocytes
Peptides Minimine (6000) 2-3 Inhibiteur de l'activité des protéases
Procamine A, B (500) 1.4
Tertiapine (2000) 0.1 Blogue des canaux K" myocytes cardiaques
Cardiopep (2500) <07 Inhib(ijt'eur_ de _Ia phosphod!estérase et de la (_:apacité
activation enzymatique de calmoduline
Mélittine F(2840) 0.01 -
Secarpine (2600) 0.5 -
Pamine 1-3 -
Petits peptides (<600) 13-15 -
Phospholipase A2 (19000) 10-12 Catalyseur_ (_Jle I'hydrolyse de la Iiaisop ester d'acyle gras de
sn-2 position de la membrane glycéro-3-phospholipides
Hyaluronidase (38000) 152 Facteur de prog?gqtion qui hydrolyse le polymeére
acide hyaluronique
o-Glucosidase (170000) 0.6 Catalysel{r gje I'hydrolyse d’e la liaisor} a-glycosidique du
Enzymes c6té terminal non réducteur d'un substrat
Phospholipase B 1 Catalyseur de I'nydrolyse des chaines acyle des positions
(Lysophospholipase) (22000) sn-1 et sn-2 d'un phospholipide
Acide phosphomonoestérase 1 -
Phosphatase 1 -
Diastase - -
Histamine (307.14) 1.5
Amines Dopamine (189.64) 0.13-1 Responsables de I’augmentation de la perméabilité
vasoactives Noradrénaline (169.18) 0.1-0.7 capillaire et des réactions anaphylactoides
Leucotriénes -
. Acide r-aminobutyrique
Ac[des Acide B-aminoisobutyrique 0.5-1 -
amines
Tryptophane -
Glucides Glucose, Fructose - -
Minéraux P, Ca, Mg, Cu, S 2-4 -
Phéromones Ethers complexes 3.4 Provoque une aligrrrrllep gftl;:nlgn(tzodlgfnelﬁs?:s abeilles et son
Divers Choline, Acide chlorhydrique, 4-8 i

Orthophosphorigue, formigue
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La principale composante du venin d'abeille est appelé mélittine (absente chez les autres
hyménopteres) (Pecault, 2002) , elle contient 26 acides aminés, ce biopeptide est synthétisé
dans la glande a venin d'abeilles sous la forme d'un précurseur inactif connu sous le nom
« prepromelittine », qui se compose de 70 acides aminés (Ceremuga et al., 2020).

La mélittine est composé de deux hélices a asymétrique reliées par un segment flexible
[(Memariani et al ., 2019) ;( Memariani et al ., 2020)]. Cette asymétrie de la distribution des
acides aminés polaires et non polaires donne lieu & I'amphipathicité et la solubilité dans I'eau
de la mélittine (Jamasbi et al., 2016) ( Figure 7).

HOOC-Lys-Gly-Ala-Val-Leu-Lys-Val-Leu-Thr-Thr-Gly-Leu-Pro-Ala-Leu-1le-Sor-
Try-lle-Lys-Arg-Lys-Arg-Glu-NH2 (Ceremuga et al., 2020)

Figure 7: Représentation schématique de la structure en hélice-o de la mélittine. Les résidus
hydrophobes sont indiqués en blanc, les résidus polaires en gris et les résidus cationiques en noir
(Therrien, 2016).

La mélittine s’insere facilement dans les membranes et perturbe les phospholipides de la
bicouche lipidique (naturelle ou synthétique) (Bellik, 2015), grace a son affinité pour la
plupart des types de phospholipides membranaires comprenant a la fois des phospholipides
zwittérioniques ((phosphatidylcholines (PC) et phosphatidyléthanolamines (PE)) et les
phospholipides anioniques ((la phosphatidylsérine (PS) et le phosphatidylglycérol (PG))
(Jamasbi et al., 2016).

Cette action est mediée par la formation des pores transitoires qui sont diffusables pour
les ions ou des pores stables qui sont accessibles a des molécules relativement grandes

(glucose), conduisant a la lyse des cellules procaryotes et eucaryotes de manieres non
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sélectives (Wehbe et al., 2019), qui peut suivre les modeles «toroidal pore», «barrel stave» et
«tapis» [(Gordon-Grossman et al., 2012) ;(Therrien, 2016)]. La mélittine agit aussi par la
fusion et par vésiculation (Orsoli¢, 2012) et va se lier rapidement aux vesicules impliquant
quatre étapes: interaction électrostatique, insertion de mélittine dans la membrane lipidique
(qui est une interaction hydrophobe), changement de formation de bobine aléatoire a hélice a
et agrégation de la mélittine en phase lipidique (Jamasbi et al., 2016) (Figure 8).

En effet, les actions cytolytiques de mélittine qui sont du essentiellement a la région
carboxy-terminale sous forme monomere (Wehbe et al., 2019), induisant la mort cellulaire
par plusieurs mécanisme (Soliman et al., 2019).

La perturbation des membranes cellulaires par la mélittine dépend de la géométrie et de
I'épaisseur de la bicouche lipidique de composition de la membrane et de sa charge polaire
(Jamasbi et al., 2016) mais aussi d’orientation et état d’agrégation de la mélittine (Moreno
et Giralt, 2015).

(a) Barrel stave model (b) Toroidal pore rr‘lodel

Figure 8: Différent mécanismes d'action de la mélittine (Kumar et al ., 2018)



Synthese bibliographique

3.4. Propriétés thérapeutiques de venin d’abeille
3.4.1. Antibactérienne

Le venin d'abeille comprend un mélange trés complexe des peptides antimicrobiens
(AMPs) actifs, d'enzymes et d’amines, leur activité antimicrobienne a été documentée pour
les bactéries a Gram - et & Gram+ (Zolfagharian et al., 2016).

Les actions antibactériennes des principaux composants de cette apitoxine agissent
principalement sur la membrane plasmique bactérienne, qui est considérée comme une cible
essentielle & la survie de bactérie (Boix-Lemonche et al., 2020).

La mélittine peut se lier a la membrane dans une orientation parallele (1) ou une
orientation perpendiculaire (2). L'orientation perpendiculaire induit la formation de pores,

tandis que l'orientation paralléle est inactive (Pucca et al., 2019) (Figure 9).

R i =%
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Figure 9: Modeles de formation des pores induits par la mélittine (Pucca et al., 2019)
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De nombreuses études ont prouvé des effets antibactériens de venin d’abeille sur

différents souches d’origine hospitaliére (Tableau 3)

Tableau 3 : L’effet antibactérien de venin d’abeille sur des bactéries d’origine hospitaliére

Type Bactéries

Références

Acinetobacter baumannii

Giacometti et al., 2003

Escherichia coli

Gopal et al., 2013 ; Ebbensgaard et al., 2015

Gram - Pseudomonas aeruginosa

Blondelle et Houghten, 1991; Gopal et al., 2013;
Khozani et al., 2018

Salmonella typhimurium

Gopal et al., 2013

Yersinia ruckeri

Ebbensgaard et al., 2015

Enterococcus faecalis

Ebbensgaard et al., 2015

Gram +
Staphylococcus aureus

Blondelle et Houghten, 1991; Dosler et Gerceker,
2012 ; Gopal et al., 2013 ; Ebbensgaard et al., 2015

3.4.2. Antibiofilm

En plus de son effet antibactérien le venin d'abeille et ses composants peuvent réduire le

nombre et / ou la viabilité des bactéries en mode biofilm, avec des effets sur la morphologie

et la taille de biofilm (Socarras et al., 2017).

Le venin d’abeille provoque a la fois la dispersion et la perméabilité du biofilm, ce qui

peut fournir des avantages anti-inflammatoires potentiels en dispersant le biofilm et

permettant une réponse immunitaire plus efficace (Maiden et al., 2019) (Tableau 4) .

Tableau 4 : Quelques exemples des biofilms traites par le venin d'abeille

Bactéries Références

Avant traitement Apres traitement

Socarras et

Borrelia burgdorferi al., 2017

Boix-
Staphylococcus epidermidis | Lemonche et
al., 2020
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3.4.3. Antifongique
Le venin d'abeille exerce des activités antifongiques beaucoup plus fortes que celles du

fluconazole essentiellement vis-a-vis des agents pathogénes de la peau (Trichophyton
mentagrophytes et T. rubrum) (Yu et al., 2012). La mélittine exerce des effets cytolytiques
chez Candida albicans via I’induction d'apoptose (Park et Lee, 2010).

Il semble donc que le venin d'abeille est plus efficace par rapport aux antifongiques
(Amphotéricine B, Nitrate de miconazole, Fluconazole et la 5-Fluorocytosine)[(Ali, 2014)
(Do et al., 2014)] (Figure 10) . De plus, leurs activités anti-Candida sont beaucoup plus
élevées que ceux des produits phytochimiques (polyphénols, phénoliques, terpenoids et
alcaloides) (Lee, 2016).

Figure 10 : Effet du venin d’abeille par rapport aux médicaments antimycotiques courants a
10mL™ sur la transition dimorphique de Candida albicans (1) venin d’abeille ;(2)

Amphotéricine B ;(3) Nitrate de miconazole ; (4) Fluconazole ;(5) 5-Fluorocytosine
(Ali, 2014).

3.4.4. Antiviral
Le venin d’abeille et ses composants ont des effets importants contre de nombreux virus
enveloppeés et non enveloppés dépendant des parametres cliniques (Wehbe et al., 2019) .Le
prétraitement ou le post-traitement de venin d’abeille peut inhiber la réplication du virus, en
particulier, le prétraitement peut induire la secrétion d'IFN de type | (IFN-B), déclenchant
I'état antiviral (Uddin et al., 2016).
Le tableau (ci-dessous) récapitule les activités de la mélittine et les autres composants de

venin d’abeille sur différents virus (Tableau 5).
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Tableau 5 : Effet antiviral de venin d’abeille et de ses composants

Famille/Virus

Résultats d’impact venin/composants

Référence

Arenaviridae
Virus Junin (IV 4454)

Mélittine entrave la multiplication du virus Junin dans les
cellules infectées a une multiplicité d'infection

Matanic et al., 2004

Flaviviridae
Virus de la diarrhée virale
bovine (NADL)

Mélittine n'a pas réussi a réduire les particules virales, bien que
I'ajout d'Apamine ait potentialisé son activité antivirale.

Picoli et al., 2018

Herpesviridae
HSV-1F, HSV-2 G, HSV
fusionné avec GFP,
BoHV-1
HSV-1, HSV-1 M, HSV-
2G

Mélittine empéché la fusion cellulaire induite par le HSV-1 chez
les mutants de la glycoprotéine k et inhibe son adsorption et sa
pénétration et l'infectiosité HSV-1 et 2

Baghian et
Kousoulas, 1993 ;
Matanic et al., 2004

Mélittine inactive complétement HSV-1 M, HSV-2 G

Yasin et al., 2000

Meélittine réduire 1’expression de la GFP dans les cellules
infectées

Uddin et al., 2016

Mélittine élimine complétement BoHV-1

Picoli et al., 2018

Orthomyxoviridae
Virus de la grippe A a
fusion GFP (PR8)

Mélittine réduit a la fois les titres viraux et I'expression de la
GFP dans les cellules infectées (sans affecter I'attachement ou
I'entrée du virus dans les cellules).

Uddin et al., 2016

Papillomaviridae HPV16,

Venin d’abeille supprime des cellules infectées par HPV16 et

Kimet al., 2015

HPV18 des cellules infectées par HPV18
Plcolgr:?_\;llrldae Mélittine réduit l'ineffectivité d'EV71, les effets cytopathiques et
. . les niveaux d'expression d’ARNm. Il a diminué I'expression de Uddin et al., 2016
Virus Coxsackie (H3)

fusionné avec GFP

la GFP dans les cellules infectées

Pneumoviridae
RSV fusionné avec GFP

Meélittine réduit considérablement les titres viraux mais
I'expression de la GFP dans les cellules infectées

Uddin et al., 2016

Rhabdoviridae
VSV fusionné avec GFP,
VHSV

Meélittine causé la suppression de l'infectiosité du VSV, la
réduction le titre du virus et I’expression de la GFP dans cellules
infectées
Les liposomes et immunoliposomes chargés de mélittine ont
inhibé la formation de foyers cellulaires infectés par le VHSV et
réduit son propagation dans la culture cellulaire

Uddin et al., 2016
Falco et al., 2013

MULV (ATS-124) Mélittine a desintegré la membrane virale entrainant la libération Esser et al., 1979
compléte de la transcriptase inverse
RAV-2 Meélittine a rendu I'enveloppe virale perméable Boone et al., 1980
HIV-1 (SF2) Yong et al., 1990
° HIV-1 (11IB) Mélittine a réduit l'infectiosité du HIV Wachinger et al.,1992
@ -
2 | HIV-1 (I1IB) et HIV- | Mélittine a inhibé la production de virus dans LT ou les cellules fgg%chigggrrneéta;i’
é 1 (RF) fibroblastoides infectées par le HIV-1. 5018 K
E’ PLAZ inhibe la réplication du virus grace a leur séquence
HIV-1 - peptidiqug Fenard et al., 2001 ;
Mélittine sur les nanoparticules fusionne avec les enveloppes Wehbe et al ., 2019
virales formant des pores sans détruire les cellules normales
HIV-1 (NLHX Mélittine libre et chargées dans les nanoparticules réduisent
HIV1(IEILYU2)) I'ir%‘ectiosité du virusp Hood et al., 2013
Virgaviridae Meélittine a diminué l'infectiosité du TMV et les changements Marcos et al.. 1995
TMV (U1) conformation induits dans I'ARN du TMV K
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3.4.5. Antiparasite
Une importante enquéte génétique a démontré que I'expression du gene PLA2
(phospholipase A2 composons de venin) dans I'intestin moyen des moustiques transgéniques
réduisait considérablement leur capacité a soutenir le développement du plasmodium et la

transmission du parasite & d'autres hotes vertébrés (Bellik ,2015).

3.4.6. Autres effets
Le venin d’abeille et ses composants possedent d’autres propriétés thérapeutiques tres
importantes telles que les propriétés antioxydantes (Bellik ,2015), anti-inflammatoires et anti-

tumorales (Memariani et al., 2019).

4. Les applications pratiques du venin d’abeille: Apithérapie

L'apithérapie (Apis est un mot latin qui signifie abeille) est le pratique d’utiliser des
produits apicoles tels que le miel, le pollen, la propolis, gelée royale et venin d'abeille pour
la prévention ou le traitement des maladies [(Kintz et Villain, 2011) ;(Trumbeckaite et al.,
2015) ;(El Gendy et al ., 2017)] . Le venin a été utilisé pour apithérapie dans les premiéres
civilisations en Chine 3-5000 ans, en Inde, en Egypte, Babylone, et en Grece (Oh et Song,
2020). La plupart des demandes d’apithérapie n'ont pas été révélées aux normes scientifiques
de la médecine fondée sur des preuves et sont anecdotiques. La thérapie de venin d'abeille
est une forme de guérison alternative (Hegazi et al., 2015), ses propriétés curatives sont
inclus dans nombreux religions , y compris les VVédas, la Bible et le Coran (Ali, 2012).

L’emploi de venin d’abeille pur se fait par différentes manieres soit par la ponction
avec des abeilles entieres dans des points spécifiques ou non spécifiques, ’acupuncture au
venin d'abeille dans laquelle le venin d'abeille est appliqué sur les pointes des aiguilles
d'acupuncture, les aiguillons sont extraits des abeilles ou les abeilles sont détenues avec un
instrument, tel qu'un une pince, pressée pour faire sortir le dard du bas de I'abdomen, puis
des aiguilles ou du dard sont appliqués sur la peau, et aussi par micropuncture avec
’aiguillon de venin d’abeille ou des injections. Il est souvent utilisé et commercialisé sous
forme d’onguents, cremes, pilules, gouttes ou préparations homéopathiques ce qui rend la
thérapie au venin disponible sans que le patient doive recevoir de pigdres d'abeille
[(Bogdanov, 2016 b) ; (Cherniack et Govorushko, 2018)] (Figure 11).
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VWELEDA

Apis D6 Apis C30 Honey andBW

BvW homeopathic solution

Figure 11 : Les différents formulaires d’utilisation de venin d’abeille

(Bogdanov, 2016 b)

L’utilisation de venin d’abeille a des fins thérapeutiques dépend de plusieurs
paramétres tel que les types des maladies du patient, sa sensibilité vis - a -vis du venin ou
I’un de ces composants (allergéne ou pas), le mode d’administration de ce traitement (voie
sous-cutanée, interperitoniale, thérapie génique et immunoconjugués) et aussi la durée et la
dose du traitement [(Rady et al., 2017) ;(Zhang et al., 2018)]

La thérapie au venin d’abeille est utilise pour le traitement de nombreuses maladies
notamment les neurodégénératives (Parkinson, Alzheimer, Sclérose en plaques), L’arthrite
(Arthrose ,Polyarthrite rhumatoide), la maladie de Lyme, névralgie, maladie du foie [(Azam
et al., 2018) ;(Wehbe et al., 2019)], I’allergie (Bellik,2015) cancer (foie, sein, poumon, sang,
ovaires ,col de 1'utérus, estomac, prostate, colon, os et la peau ) (Rady et al., 2017) méme
pour le diabete (Hossen et al., 2017b).
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Matériel et Méthodes

1. Prélevements et mise en culture

Apres lecture des cing articles (Annexe), nous constatons que tous les préléevements
étaient d’origine hospitaliere et étaient effectués a partir d’abcés, d’expectorations, des urines
et chez des patient s présentant des brulures.

Ces différents prélevements ont été mis en culture pour la recherche de bactéries a Gram
positif et negatif :

Concernant les bactéries & Gram + essentiellement la recherche de staphylocoques dans
les études de Hakimi Alni et al., (2020) et de Fadl , (2018) a été faite sur gélose au sang et
gélose hypersalée additionnée de mannitol telle une gélose de Chapman . Le tout était incubé
a 37°C pendant 24 heures.

Les autres bactéries a Gram+ tels les streptocoques ont été recherchées sur des géloses de
base additionnées de sang frais.

Les bactéries a Gram — recherchées dans ces études ont été ensemenceées sur des milieux

sélectifs. Toutes les cultures sont incubees pendant 24h a 37°C.

2. Identification des bacteéries isolées

Des galeries API 20E, 20 NE, API Staph ont été utilisées dans I’ensemble de ces articles.
Ces galeries comportent 20 microtubes contenant un substrat déshydraté, elles sont inoculées
avec une suspension bactérienne. Les réactions produites pendant la période d’incubation se
traduisent par des virages colorés spontanés ou revelés par I’addition de réactifs.

La lecture de ces réactions se fait a 1’aide du tableau de lecture et I’identification est
obtenue a I’aide du catalogue analytique ou d’un logiciel d’identification.

L’API 20E est un systéme standardisé pour l'identification des Enterobacteriaceae et

autres bacilles a Gram négatif (Figure 12).
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Figure 12 : Photo montrant une plaque API 20E
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L’API 20NE est un systéme standardisé pour I’identification des bacilles & Gram négatifs
non entérobactéries (Pseudomonas, Acinetobacter, Flavobacterium, Moraxella, Vibrio,

Aeromonas) (Figure 13).

Figure 13 : Photo montrant une plaque API 20 NE

L’API Staph est un systéme standardisé pour I’identification des genres Staphylococcus,
Micrococcus et Kocuria. Les microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne
réalisée dans APl Staph Medium qui reconstitue les tests, dont la lecture de cette plaque est
basée sur I’ajout des réactifs spécifiques tels que VP1 et VP2, nitrate 1 et nitrate 2 et ZYM A
et ZYM B (Figure 14).
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Figure 14 : Photo montrant une plaque API Staph

Pour caractériser les souches de staphylocoques, Hakimi Alni et al., (2020) dans leur

étude ont effectués d’autres tests: la catalase, la DNase et le test de coagulase.

2.1. Test catalase
La catalase est une enzyme produite par des bactéries aérobies qui peuvent décomposer
les peroxydes H,0, avec dégagement d’O; sous forme gazeux. Ce test permet de différencier

les staphylocoques des streptocoques (Chaalal, 2013).

2H,0, — 2H,0 + O,
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2.2. Test coagulase (Staphylocoagulase)
La production de la coagulase libre par Staphylococcus aureus provoque une coagulation
du plasma lapin, c’est un critére important de son identification. Ce test se traduit par la

formation d’un caillot de coagulation (Aouati, 2009).

2.3. Test de la DNase (Désoxyribonucléase)

La mise en évidence chez Staphylococcus d’une DNase thermostable suffit a
I’identification de ’espéce S.aureus, cette enzyme hydrolyse 1’acide désoxyribonucléase
(ADN).

La recherche de I’enzyme se fait a I’aide des réactifs comme d’acide chlorhydrique HCI
qui précipite les molécules d’ADN combinées a des protéines et le bleu de toluidine qui se

colore en rose en présence des composés d’hydrolyse de ’ADN (Rebiahi,2012).

3. Identification par VITEK 2

Dans l’article de Fadl, (2018) I’identification de certains isolats était confirmée par
I’automate VITEK?2.

Le VITEK 2 est un automate de microbiologie qui permet d’obtenir, rapidement, des
résultats d’identification bactérienne et d’antibiogramme avec une expertise du phénotype.
L’étape d’identification nécessite 1’utilisation des cartes réactives. Celles-Ci permettent de
mesurer diverses activités métaboliques comme 1’acidification, 1’alcalinisation, I’hydrolyse
enzymatique (Eddayab, 2012) (Figure 15).

» Une carte GN pour bacilles a Gram négatif fermentatifs et non fermentatifs : 47 tests
biochimiques, 19 tests enzymatiques dont les identifications sont disponibles apres 10 h
(Funke et Funke-Kissling., 2004)

» Une carte GP pour cocci a Gram positif : 43 tests biochimiques, 17 tests enzymatiques

dont les identifications sont disponibles apres 8 h (Funke et Funke-Kissling., 2005).
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Figurel5 : Photo montrant Automate VITEK 2 (1) Automate VITEK 2. Poste délocalisé relié
au VITEK 2 disposeé sur la paillasse (Eddayab, 2012), (3) une carte du systéme Vitek
(Matuszewski, 2009)

» L’identification d’Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa a été faite selon les étapes suivant :

Les échantillons ont été isolés et purifiés sur gelose au sang de mouton Columbia, gelose
Mac Conkey et gélose trypticase soja pendant 18 a 24 h a 37 °C avant d’étre soumis a
I'analyse par le VITEK 2.

Pour cela la suspension bactérienne étudiée devait étre ajustée a un standard MacFarland
de 0,5 dans 2,5 mL d'une solution de chlorure de sodium a 0,45%.

= La carte est placee sur la cassette congue pour VITEK 2, scellée, incubée a 35,5 ° C
dans une chambre a vide de I’automate VITEK 2.

= La mesure colorimétrique a été faite automatiqguement en utilisant une nouvelle téte de
lecture optique toutes les 15 min pour une période d'incubation maximale de 10 h.

= Les données ont été analysées a l'aide de la base de données VITEK 2 version 4.01,
qui permet I'identification de I'organisme en mode cinétique aprés 2 h d'incubation.

> L’identification des souches de Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus aureus et

Enterococcus faecalis ont suivi les mémes étapes décrites précédemment, avec quelques

modifications.

= Le changement des cartes en GP (Gram Positif).

= La période d'incubation maximale est de 8 h

= L'identification a partir de 3h apres le début de I'incubation
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4. Recherche et identification des génes nuc et mecA par PCR : Cas des SARM

Dans I’étude de Hakimi Alni et al., (2020), I’identification de SARM a été confirmée par
la recherche de gene nuc et gene mecA en utilisant la technique de PCR (Figure 16) d’écrite
par Zhang et al., (2005).

La PCR (Polymérase Chain Réaction) est une méthode permettant I’amplification d’une
séquence spécifique d’ADN. La réaction PCR nécessite 2 amorces oligonucléotidiques et la
séquence cible d’ADN devant étre répliquée, chacune étant complémentaire a un des deux
brins d’ADN. Les amorces sont généralement ajoutées en exceés par rapport a la quantité
d’ADN a amplifier dans le mélange réactionnel (Tableau 6). Ce dernier est également
composé de ’ADN polymérase, de dNTPs (désoxyribonucléotides triphosphate), de sels
(MgCl;, KCI), d’un tampon et de I’échantillon d’ADN (Touaitia, 2016).

Tableau 6 : Amorces utilisées pour déterminer les types de SCCmec, les isolats de SARM

(Hakimi Alni et al., 2020).

Amorce Séquence 5°-3’ Type
Type I-F GCTTTAAAGAGTGTCGTTACAGG SCCmecl
Type | -R GTTCTCTCATAGTATGACGTCC /
Type II-F CGTTGAAGATGATGAAGCG SCCmecll
Type II-R CGAAATCAATGGTTAATGGACC /
Type IlI-F CCATATTGTGTACGATGCG SCCmeclll
Type I1I-R CCTTAGTTGTCGTAACAGATCG /
Type IV a -F GCCTTATTCGAAGAAACCGSCC meclVa
TypelVaR CTACTCTTCTGAAAAGCGTCG /
Type V-F GAACATTGTTACTTAAATGAGCG SCCmecV
Type V-R TGAAAGTTGTACCCTTGACACC /
MecAl47-F GTGAAGATATACCAAGTGATT /
MecAl47-R ATGCGCTATAGATTGAAAGGAT /
16sRNA-F AGCCGACCTGAGAGGGTGA /
16sRNA-R TCTGGACCGTGTCTCAGTTCC /
nucA-F GCGATTGATGGTGATACGGTI /
nuc A-R AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC /

Figure 16 : Photo montrant le systéme de PCR (User’s Manuel 2003/2010)
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5. Etude de sensibilité aux antibiotiques : Antibiogramme

Dans ces différents articles, la sensibilité aux antibiotiques a été également recherchée et
déterminée par la méthode de diffusion des disques en milieu solide (Antibiogramme).

Les geloses Mueller-Hinton ont été ensemencées, a ’aide d’un écouvillon, a partir d’une
culture bactérienne jeune (18h & 24h) & 0.5 MacFarland (=10° UFC/mL) diluée au 1/100. Les
disques d’antibiotiques ont été¢ déposés a la surface des géloses a 1’aide d’un distributeur
automatique. Les boites ont été ensuite incubées pendant 18 a 24 h a 37°C. A I’aide d’un pied
a coulisse, les différents diametres des zones d’inhibition obtenus autour des disques
d’antibiotiques ont été mesurés afin et interpréter les bactéries en 3 catégories : Sensible,
Intermédiaire ou Résistante [(Ayad, 2017) ; (CA-SFM, 2020)].

L’ensemble des antibiotiques testes dans ces etudes étaient :
Gentamicine, Ceftazidime, Ciprofloxacine, Pipéracilline — Tazobactam, Doripénéme,
Lévofloxacine, Céphalothine, Doxycycline , Cefépime , Flucloxacilline, Vancomycine,
Clindamycine, Erythromycine , Kanamycine , Tobramycine , Ofloxacine , Rifamycine ,

Aztreonam , Norfloxacine , Gatifloxacine , Céphradine ,Tétracycline et I'oxacilline .

6. Capacité des bactéries isolées a former un biofilm : méthode de plaque de culture
de tissus (TCP)

Dans ces articles les auteurs ont essay¢ d’étudier la capacité des souches isolées a former
un biofilm, la technique utilisée était la TCP (Figure 17)

Le test TCP décrit par O'Toole et al., (2000) permet une évaluation quantitative de la
formation du biofilm par I’utilisation d’ une microplaque de 96 puits suivant ce protocole.

Les suspensions bactériennes des souches testées ont été ajustées a I1’aide d’un
spectrophotometre dans le milieu de croissance puis déposées dans les puits d’une
microplaque a 96 puits, a I’exception des deux puits (témoin). La plaque était incubée a 37°C
pendant 24h avec / sans agitation.

Aprés incubation, les puits ont été lavés 3 fois afin d’éliminer les bactéries non fixées. Le
biofilm formé a été ensuite coloré avec du cristal violet et quantifié a 1’aide de détecteurs
aprés une solubilisation [(Bardbari et al ., 2018) ; (Fadl , 2018) ;( Hakimi Alni et al.,
2020) ;(Khozani et al., 2018) ;(Karyne et al ., 2020)] (Tableau?7).

24



Matériel et Méthodes

Tableau 7 : Les étapes utilisées dans les cing articles étudiés pour détecter la formation du

biofilm
Sources Eadl 2018 Khozani et al., Bardbarietal.,, | Karyneet | Hakimi Alni
Etapes ' 2018 2018 al., 2020 et al., 2020
y DO570 7 7 0,5
[ ] de Pinoculum am> 0.1 1,5.10 " UFC/ mL 10" UFC/mL MacFarland /
V de ’inoculum / / 100 pL 100 pL 200 pL
Bouillon
de soja
- trypticase i TSB additionne de Luria
Milieu de culture additionné TSB-glucose glucose (1%) Bertani TSB
de 0,25%
de glucose
Fixateur Ethanol a 200 pL de 100 puL méthanol / /
95% méthanol (99%) absolu
100 pL de
. : cristal
Cristal | - ictal violet a 106 | 100 nLdecristal 1 ooy | 100 1L de
Colorant violet a endant 5 min violet (1%) 0.1% cristal violet
1% P pendant 5 min =79 (% 1)
pendant
30 min
250 puL de
L avage / Phosphate PBS /Eau Eau ;?c?)g IL
g Buffered Saline déionisée distillé acetique
(PBS) d
] 100 uL
Homogénéisateur / Ethanol (95%) 100 pL ethanol Ethanol alcool-
absolu (95%) o
acetique
Détecteur / Spectro'photometre Spectro_photometre ELISA Microtitration
pour microplaques | pour microplaques ELISA
Longueur d'onde | 57, 595 595 590 570
(nm)
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Figure 17 : Les étapes de formation de biofilm par la microplaque 96 puits

(Source internet)

7. Activité anti-biofilm du venin d’abeille et de son composant actif : La mélittine

L’¢tude de l’activité du venin d’abeille et la mélittine par la technique TCP était
appliquée sur les souches bactériennes isolées afin d’étudier I’inhibition et/ou I’élimination
d’un biofilm forme.

A cet effet, Fadl, (2018) dans son étude a collecté du venin d’abeille (BV) par la méthode
de I’¢lectrostimulation décrite pour la premiere fois en 1954 par de Markovic Mollnar
(Bogdanov., 2016a) (Figure 18, 19).

Dans les études respectives de Bardbari et al., (2018), Hakimi Alni et al., (2020)
Khozani et al., (2018) apres récupération du venin, celui-ci était traité pour isoler
uniquement la mélittine (Mel) qui est le composé le plus important du venin , soit alors il

était acheté dans le cas d’étude de Karyne et al .,(2020) puisque celui-ci commercialise.
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Sl 0 A T R0 0 (et Ll St i B m

] o DO
/ X

!
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l o - ""’“‘ - _\,___

Figure 18 : Collecteur de BV (source personnel) Figurel9 : Apiculteur avec un collecteur BV
(Bogdanov., 2016a)
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7.1. Inhibition de la formation du biofilm par le venin ou la mélittine

Une suspension bactérienne était distribuée dans chaque puis de plaque en polystyréne a
96 puits en présence de milieu de culture (TSB ou LB), le BV ou Mel étaient ajoutés a des
différentes concentrations afin de déterminer la CMIB. Aprés I’incubation pendant 24h a
37°C. Les cellules planctoniques ont été retirées et chaque puits de la microplaque est lavé et
coloré par le cristal violet. Les biofilms colorés ont été solubilisés par 1’éthanol absolu et les
valeurs de densité optiqgue (DO) ont été mesurées. Chaque essai a €té effectué en trois
exemplaires et le contrdle négatif était les bactéries dans le milieu de culture sans BV ou Mel.
Le pourcentage de réduction de biofilm a été calculé en utilisant les résultats des bactéries
cultivées en I'absence de BV ni Mel [(Bardbari et al., 2018) ;(Fadl , 2018); (Hakimi Alni et
al., 2020)].

7.2.  Elimination de la formation du biofilm

Le test élimination du biofilm a été effectué en utilisant des microplaques en polystyrene
a 96 puits.

Tout d’abord les bactéries examinées ont formé le biofilm comme décrit précédemment.
La mélittine a été préparé avec une série de concentrations, puis ajoutée aux puits et incubees
a 37°C pendant 24h dans I’étude de Bardbari et al., (2018) et 2h pour I’étude de Karyne et
al., (2020). L’¢élimination du biofilm a été mesurée par dosage colorimétrique. Le contrdle
positif était les bactéries présentes dans le milieu de culture sans mélittine, pour 1’étude de
Khozani et al ., (2018) ce test a été cinétiquement effectué (apres 1,3,6 et 24h) pour
déterminer la quantité cible et le temps dans lequel la plus grande dégradation serait

enregistrée
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Schéma récapitulant des techniques utilisées dans les cing articles étudiés
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Résultats et Discussion

1. Souches identifiées dans les cing articles étudiés
Les résultats des identifications (galerie API, test catalase, test de coagulase, test de
DNase et le VITEK 2) qui ont été effectuées sur les différents prélévements des cing articles
étudiés, Les isolats sont regroupés dans le Tableau 8.

Tableau 8 : Résultats des bactéries identifiées dans les cing articles traites

Type Bactéries Origine Références
Infections pulmonaires et des :
Acinetobacter baumannii bralures Bardbari etal ., 2018
Hospitaliere Karyne et al ., 2020
Enterobacter cloacae
Gram - Escherichia coli Abcgs, du pus, des Fadl. 2018
Klebsiella pneumoniae expectorations et de l'urine ’
Pseudomonas aeruginosa Brulure 3°™ degré Khozani et al., 2018
Enterococcus faecalis Abees, du pus, des
Grame+ Staphylococcus haemolyticus expectorations et de l'urine Fadl, 2018
Staphylococcus aureus Brilures Hakimi Alni et al., 2020

1.1. Identification des génes nuc et mecA par PCR
Les Staphylocoques isolés dans 1’étude de Hakimi Alni et al., (2020), ont subi non
seulement une détection de géne nuc afin de confirmer la présence des S. aureus mais
également , la révélation du gene mecA pour la confirmation de leur résistante a la
méthicilline (SARM). Le typage SCCmec parmi les isolats de SARM a montré I’existence de
plusieurs types SCCmec (type I, type 11, type 111, type 1V, et type V) (Tableau 9).

1.2. Sensibilité aux antibiotiques

L’ensemble des souches isolées dans les articles, ont étaient multirésistantes a plusieurs
antibiotiques (MDR) (Tableau 9).
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Tableau 9 : Résultats des souches identifiées dans les cing articles étudiées

Especes

Souches

Références

Acinetobacter baumannii

. baumannii MDR1

. baumannii MDR2

. baumannii MDR3

. baumannii MDR4

baumannii MDR5

. baumannii Non-MDR

Bardbari et al .,
2018

. baumannii 31852 Sensible (S)

. baumannii 33677 Extrémement résistantes(XDR)

. baumannii 96734 (XDR)

pdpdpdp g dpdp g dp

. baumannii 100 Résistantes a tous les antibiotiques
testés (PDR b)

Karyne et al .,
2020

Enterobacter cloacae

Enterobacter cloacae (MDR)

Escherichia coli

Escherichia coli(MDR)

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae(MDR)

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa(MDR)

Fadl, 2018

. aeruginosa MDR1

. aeruginosa MDR2

. aeruginosa MDR3

. aeruginosa MDR4

. aeruginosa MDR5

Khozani et al.,
2018

Enterococcus faecalis

M ™00 0|T0|T0

. faecalis (MDR)

Staphylococcus haemolyticus

S. haemolyticus (MDR)

Staphylococcus aureus

S.aureus

S. aureus SARM

S. aureus résistante a la vancomycine (VRSA)

Fadl, 2018

SARM-1, SCCmec |

SARM-2, SCCmec Il

SARM-3, SCCmec IlI

SARM-4, SCCmec IV

SARM-5, SCCmec V

S.aureus sensible a méthicilline-1 (MSSA-1)

MSSA-2

MSSA-3

MSSA-4

Hakimi Alni et
al., 2020

Une exposition étendue aux antibiotiques augmente rapidement

la propagation des

bactéries résistantes a des différentes échelles, souvent appelés superbactéries, ce qui

complique le choix des chimiothérapies et limite les options de traitement [(Mohamed et al .,

2017) ; (Memariani et al ., 2019) ; (Pashaei et al ., 2019) ], la résistance s’explique grace a

l'acquisition et a I'expression des genes de résistance, puis les partagent avec d'autres bactéries

tels que les processus de surexpression des genes (Collignon et al., 2018). Ce probleme est
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directement associe a la capacité des bactéries a survivre dans 1’environnement hospitalier en
raison de la présence d'une couche de biofilm par laquelle elles peuvent résister a I'entrée
d'antibiotiques (Qi et al ., 2016). Il est donc un probléme majeur de santé publique et sous-

entend le besoin des solutions nouvelles et efficaces (Lashinsky et al ., 2017) .

2. Capacité des bactéries isolées a formé un biofilm : méthode de plaque de culture de

tissus (TCP)

Dans I’étude de Hakimi Alni et al., (2020) , la méthode de TCP a caractérisé toutes les

souches isolées en quatre groupes, des fortement formatrices de biofilm soit la majorité des

souches ,des modérées, et des faibles ou non formatrices du biofilm.

Les isolats des études de Fadl, (2018) et Karyne et al ., (2020) ont tous été de bons

formateurs de biofilm , le tableau suivant récapitule les résultats trouvés (Tableaul0).

Tableau 10 : La capacité des bactéries a former des biofilms dans les études de

Fadl, (2018) ; Karyne et al ., (2020).

Souches

Formation de biofilm

Forte

Modéré Faible

Références

A.baumannii ATCC 19606

+

A. baumannii 31852 (S)

A. baumannii 33677 (XDR)

A. baumannii 96734 (XDR)

A. baumannii 100 (PDR b)

Karyne et al ., 2020

E. cloacae (MDR)

E. coli (MDR)

K. pneumoniae (MDR)

P.aeruginosa (MDR)

E. faecalis (MDR)

S. haemolyticus (MDR)

S.aureus

++| + |+

S. aureus SARM

S.aureus VRSA

Fadl, 2018
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Bardbari et al ., (2018) dans leurs étude ont quantifié le biofilm en fonction du temps
avec un profil de cinétique de la formation de biofilm pour toutes les souches sur une période
de 6 jours, en utilisant la méthode de coloration au cristal violet.

Toutes les souches d’A.baumannii bactérie a Gram négatif isolées ont montré une forte
formation de biofilm, a l'exception de la souche ATCC 19606 qui est une souche de référence
non formatrice de biofilm (Figure 20). Les résultats de la cinétique de formation du biofilm
ont montré qu'une valeur maximale de densité optique (DO) était atteinte apres 48 a 72 h
d’incubation correspondant a la maturation de biofilm. Au-dela de cette période, une
diminution de la densité du biofilm a été observée ou il y a un phénoméne de dispersion du
biofilm.

Alors que dans 1’étude de Khozani et al .,(2018), la DO maximale de la majorité des
isolats de P.aeruginosa est atteinte apres 24h variant entre 0,85 et 2, suivie une dimunition

remarquable a 48 h (Figure 20).

~19606 =MDR1 ~MDR2 ~~MDR3 ==NonMDR =-MDR4 ==MDR5 35
4.5
4 | 3
3.5 25
§ 3 -+-MDR1
32.5 8 4 -5~ MDR2
E ) 15 -+MDR3
:g -=MDR4
=15
a 1 1 ——MDRS
--ATCC 27853
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6 # 4 m % 10 14 B 0 1 3 6 18 u 4
Incubation time(Hours) time (h)

Figure 20 : Cinétique de la formation de biofilm des souches isolées dans les études de
(A) : Bardbari et al ., (2018) ; (B) : Khozani et al ., (2018)

La cinétique de la formation de biofilm dans les étude de Bardbari et al., (2018) et de
Khozani et al.,(2018) est produite de maniere dépendante du temps et des bactéries
productrices. Ce probleme peut étre da a différents profils d'expression des genes impliqués

dans la formation du biofilm.
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La plupart des bactéries a Gram négatif ont de longues chaines de polysaccharidiques
dans leur lipopolysaccharides ayant pour résultat une surface hydrophile, tandis que les
bactéries a Gram positif ont la partie d'acide lipotéichoiques qui se prolonge a I'extérieur de la
cellule rendant leur surface hydrophobe (Frank, 2001).

Le mode de vie des bactéries en biofilm est souvent lié a la structure pariétale de la
bactérie et la nature de surface qui influencent leur adhésion. L’adhérence peut se faire sur
différents supports, chacun ayant des caractéristiques d’hydrophobicité et de charges de
surface différentes, ce qui peut favoriser ou non ’adhérence microbienne en fonction des

souches bactériennes utilisées (Bellifa, 2014).

3. Activité anti-biofilm du venin d’abeille et de son composant actif : La mélittine
3.1. Inhibition de la formation du biofilm par le venin ou mélittine
Les résultats de Bardbari et al ., (2018) ont bien montré I’effet positifs de la mélittine
sur I'inhibition de biofilm de toutes les souches A. baumannii multirésistantes isolées du
milieu hospitalier ( brdlures et des infections pulmonaires ), avec des CMIB allant de 1 a 2
ug/ mL. Avec une moyenne se situant a 1,42 pg/ mL (Figure21).

2 MDR5
18 MDR2

1,6
1,4 MDR 1 MDR4

1,2 nonMDR
1 MDR3

0,8

0,6
o.s | ATCC19606

012 .
0

DO

CMIB

Figure 21 : Concentration minimale inhibitrice de biofilm (CMIB) de la mélittine sur des
souches d’Acinetobacter baumannii isolées du milieu hospitalier
(Bardbari et al ., 2018).
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Dans I’étude de Hakimi Alni et al., (2020) la formation du biofilm par la technique de
TCP des 9 souches (4 isolats de SARM , 4 MSSA et une souche S.aureus de référence
ATCC33591), a montré que les concentrations de mélittine & des doses inferieures de CMI de
la mélittine soit des sous-CMI: CMI/2 ,CMI/4,CMI/8et CMI/16 sur des cellules
planctoniques avait un effet sur I’inhibition et destruction de biofilm de 1’ensemble des
souches de Staphylocoques étudiées comme le montre la Figure 22. On constate qu’une
CMI/16 avait un effet sur I’inhibition du biofilm ou la moyenne des DO est passée de 2.65 a
2.34. Une sous-CMI/2 de la mélittine avait un effet considérable, ou la DO a diminué de
presque 50% non seulement par rapport a la moyenne des DO des souches de Staphylocoques
étudiées mais également de celle de la DO de la souche contréle (bonne formatrice de
biofilm).

3.5
3 | MIC/2
2.5 MIC/4
T T
2 =
—_ = == MIC/8
1.5
1 MIC/16
0.5 Bl Control
© Melitti f8
Melittin (ATCC33591 ) elittin (mean o
isolats)
mMIC/2 1.42 1.54
mMIC/4 1.69 1.76
MIC/8 1.83 1.91
MIC/16 2.23 2.34
m Control 2.83 2.65

Figure 22 : Effet de la mélittine a différentes concentrations sur la formation du biofilm
Hakimi Alni et al., (2020).

L’effet anti-biofilm du venin d'abeille vis-a-vis des isolats multirésistants (MDR) a Gram
négatif et positif dans 1’étude Fadl, (2018) a inhibé la formation des biofilms correspondants.

Les résultats obtenus dans cette étude (Figure 23) ont montré que la croissance
planctonique d’E.cloacae n'a pas été affectée par les concentrations sous-CMI (CMI = 25
png/mL) de venin d'abeille, tandis que la formation de biofilm a été fortement inhibée de 84%,
68% a CMI/2 et CMI/4 respectivement. Une atténuation modérée de 39% a été observée a
CMI/8.
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Figure 23 : Effet de la sous-CMI du venin d'abeille sur la formation de biofilm
d’Enterobacter cloacae (MDR) (Fadl, 2018).

La formation du biofilm de P. aeruginosa considéré comme un facteur clé pour la survie
et la résistance des microorganismes. Les sous-CMI (CMI=50ug/mL) du venin d'abeille ont
presque inhibes totalement le biofilm de P.aeruginosa de 92% a CMI/2. D'autres sous-CMI
ont montré un effet d'inhibition et anti biofilm moderé a fort compris entre 28% et 77% avec

une augmentation de la concentration en sous-CMI (Figure 24).
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Figure 24 : Effet de la sous-CMI du venin d'abeille sur la formation de biofilm de
Pseudomonas aeruginosa (MDR) (Fadl, 2018)
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La souche de S.aureus considérée comme une bactérie productrice du biofilm, la
concentration sous-CMI (CMI=6.25 pg/mL) du venin d'abeille a éradiqué le biofilm a 63.8%
avec une CMI/2. Alors que 37.8% et 18% d’éradication des biofilms ont été atteints a 1/4 et
1/8 de CMI. Le biofilm de S.aureus n'a pas été affecté a des faibles concentrations (Figure
25).
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Figure 25 : Effet de la sous-CMI du venin d'abeille sur la formation de biofilm de
Staphylococcus aureus (MDR) (Fadl, 2018)

Le biofilm produit par un isolat multirésistant S.aureus résistant a vancomycine (MDR-
VRSA) a pratiguement était éradiquée dans les puits de la microplaque avec des
concentrations de sous-CMI (CMI=12,5 pug/mL) de venin d'abeille. Les doses de 1/2 de la
CMI du venin d'abeille étaient responsables de 78% de I'épuisement du biofilm de cette
bactérie. De plus, il a été constaté une réduction de 55% du biofilm a 1/4 de la CMI (Figure
26). Dans toutes ces expériences I’auteur précise que la croissance des cellules eucaryotiques

n’était pas affectée.
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Figure 26 : Effet de la sous-CMI du venin d'abeille sur la formation de biofilm des souches
multirésistantes Staphylococcus aureus résistante a la vancomycine (VRSA-MDR)
(Fadl, 2018).

Les résultats obtenus par Fadl, (2018) ont montré que les concentrations sous-inhibitrices
de venin d'abeille (CMI= 6.25ug/mL) étaient capables de diminuer la production de biofilm
de S. haemolyticus respectivement de 68% et 35% a 1/2 et 1/4 CMI. Alors que les
concentrations plus faible (1/8 ,1/16 et 1/32) ont donné des effets faibles a nuls (Figure 27).
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Figure 27 : Effet de la sous-CMI du venin d'abeille sur la formation de biofilm de
Staphylococcus haemolyticus (MDR) (Fadl, 2018)
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Il a été constaté dans cette etude que le biofilm E. faecalis bactérie & Gram+ était moins

affecté a 1/2 CMI (CMI=3.125ug/mL), ou seulement 39% des biofilms ont été inhibés par

rapport aux biofilms des bactéries multirésistantes & Gram négatif et positif examinées

préalablement dans cette étude a une concentration sous-inhibitrice de moitié. De plus, & 1/4

CMI un faible effet d’inhibition ou seulement 19% du biofilm est éliminé. Les autres

concentrations étaient completement inefficaces (Figure 28).
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Figure 28 : Effet de la sous-CMI du venin d'abeille sur la formation de biofilm

Tableau 11 : Résultats d’inhibition de formation de biofilm a des concentrations de sous CMI

de venin d’abeille ou mélittine dans les articles étudies.

Pourcentage d’inhibition de la formation
Type Bactéries (ucgjmll_) de biofilm a des sous CMI de BV /Mel (%)| Références
CMI/2 CMl/4 | CMI/8 [CMI /16
S.aureus ATCC33591 4 49.82 40.28 35.33 21.20 | Hakimi Alni
S.aureus 4.5 41.89 33.58 27.92 11.69 et al., 2020
S.aureus (MDR) 6.25 63.8 37.8 18 /
Gram +
S.aureus (VRSA) 12.5 78 55 / /
S. haemolyticus 6.25 68 35 / /
E. faec;/Iis 3.125 39 19 ] ] Fadl, 2018
Gram- P. aeruginosa 50 92 / / /
E. cloacae 25 84 68 39 /
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Les études de Fadl, (2018) et Hakimi Alni et al ., (2020), ont montré que les
concentrations sous CMI (CMI/2 ,CMI/4 et CMI/8) du venin d’abeille et la mélittine
possédaient un effet inhibiteur sur la formation du biofilm.

Ces résultats sont en accord avec une autre étude menée en lItalie par Galdiero et al.,
(2019) ou I’effet de la mélittine vis-a-vis des souches de K. pneumoniae, S. haemolyticus, P.
aeruginosa et Aeromonas caviae isolées de conduits laitiers aprés désinfection avait une
activité réductrice du biofilm & des concentrations de sous-CMI. La mélittine avait une action
inhibitrice de la formation précoce de biofilm polymicrobien dans les équipements industriels.
De méme Picoli et al ., (2017) ont signalé que I'activité de la mélittine a des concentrations
de sous-CMI (CMI/10 et CMI/100) avaient un effet inhibiteur sur la formation de biofilm de
souches d’origine alimentaire (P.aeruginosa, E. coli et S.aureus).

De maniere générale et a travers ces études il semblerait que le venin d’abeille est plus
efficace sur le biofilm des bactéries & Gram positif (E. faecalis, S. haemolyticus et S. aureus) a
des concentrations variant entre (0.097-6.25ug/mL), contrairement aux biofilms des bactéries
a Gram négative (E. cloacae et P. aeruginosa) ou des concentrations sont plus élevés (0.781-
25 pg/mL). Il est probable que la difféerence de la composition de la matrice extracellulaire du
biofilm des bactéries a Gram positif et négatif influence I’activité antibiofilm de venin.

Les données expérimentales de ces études ont confirmé que le venin d’abeille a montré
un fort effet antibiofilm contre les isolats testés, les peptides antimicrobiens du venin
d’abeilles interagissent avec les phospholipides membranaires comme le decrit par Jamasbi
et al ., (2016), ces peptides sont capable d’inhiber I’attachement initiale du biofilm par des
interactions avec les adhésines bactériennes qui assurent l'adhésion intercellulaire des
bactéries aux surfaces (kim et al ., 2013). Ce systeme d'intervention distinctif permet aux
peptides antimicrobiens de travailler sur les bactéries a différents stades du biofilm, comme la
structure, l'attachement et la dispersion (Batoni et al., 2016). Parmi ces peptides, la mélittine
qui considérée comme un composant majeur responsable des propriétés antimicrobiennes du
venin d’abeille. C’est une molécule phénolique amphipathique qui peut altérer la perméabilité
des membranes plasmiques provoquant des agrégations peptidiques formant des pores, De
plus des combinaisons lipidiques et peptidique generent des pores toroidaux avec une
perturbation directe de la membrane, celles-ci détruisent également 1’adhésion bactérienne et
réduisent par la suite la formation du biofilm [(Ostroumova et al., 2015) ; (O’Brien-
Simpson et al., 2018)]. La perturbation de la matrice est liée & I’altération d'expression des

genes liés au biofilm, tels que la production de pili, le systeme quorum sensing, la membrane
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cytoplasmique et l'assemblage de flagelle [(Park et al., 2014) ; (Issam et al., 2015) ;
(Galdiero et al., 2019)].

3.2.  Elimination de formation de biofilm
Dans ces articles, les auteurs ont essayé de connaitre si la mélittine pouvait avoir un réle
dans d’élimination du biofilm préformé. Khozani et al ., (2018) ont montré que la quantité de
50 ng avait la plus grande activité pour dégrader la couche de biofilm par rapport a d’autre
doses plus faibles (0,06 a 25 ug) comme le montre la Figure 29. La dose de 50 pg a éliminé
toutes les bactéries examinées dans le biofilm apres 48 h (Figure 30).
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Figure 29 : Cinétique de la dégradation de biofilm par la mélittine (Khozani et al ., 2018).
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Figure 30 : La courbe cinétique de la capacité de la mélittine a tuer les bactéries
examinées dans le biofilm (Khozani et al ., 2018).

Dans I’étude de Bardbari et al ., (2018) l'auteur estime qu’un traitement a des
concentrations différentes de mélittine est plus efficace apres 6h qu’ apres 24h ou 40 a 60%
de biofilm était eliminé pour des quantité variable entre 0.5a 32 pg (Figure 31,32).
Effectivement la Figure 32 montre que la quantité de 32 pg élimine 60% du biofilm pendant
6h et 40% pendant 24 h.
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Figure 31 : Effet de la mélittine sur 1’élimination de biofilm a des quantités de 0.5a 16ug

pendant 6h et 24 h (Bardbari et al ., 2018)
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Figure 32 : Effet de la mélittine sur 1’élimination de biofilm a une quantité de 32ug pendant

6h et 24 h (Bardbari et al ., 2018)
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A travers ces études [Bardbari et al., (2018) et Khozani et al ., (2018)] on constate que
la cinétique de la formation de biofilm pourrait nous orienter pour trouver un moment idéal
pour envahir la biomasse du biofilm et avoir un effet plus efficace. Galdiero et al ., (2019)
confirme que quoi qu'il en soit, I'inhibition de la formation du biofilm aux premiers stades
critiques est plus applicable que l'inhibition sur un biofilm mature.

La Figure 33 dans I’é¢tude de Karyne et al ., (2020) confirme I’effet de la mélittine sur
la formation et I’inhibition de biofilm chez quelque souche d’A.baumannii d’origine
hospitaliére. L’auteur constate que la bactérie sessile (31852) sensible aux antibiotiques et
traités par la mélittine a des concentrations sous-inhibitrices (142 pg / mL) a réduit de 30% la
formation de son biofilm. Néanmoins cette méme concentration de la mélittine n’a pas affecté

les autres souches d’A.baumannii multirésistantes (100, 33677 et 96734) (Figure 33).
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Figure 33 : Action de la mélittine sur les biofilms des souches d’Acinetobacter Baumannii

(Karyne et al., 2020).

La quantité et la durée d’exposition de la mélittine et le profil de résistance des souches
joutent un réle important pour assurer 1’effet anti biofilm de ce peptide. La mélittine qui est un
peptide antimicrobien (AMP) peut pénétrer facilement dans la matrice de biofilm mature
préformeée et réduire les populations cellulaires (Galdiero et al ., 2019).

La plupart des peptides antimicrobiens (AMPSs) provoguent une permeéabilité accrue et /
ou la formation des pores non spécifiques a travers la membrane cytoplasmique des bactéries.
Les AMPs ont un potentiel élevé pour agir sur les bactéries a croissance lente, y compris
celles trouvées au centre des biofilms (Bardbari et al., 2018). Ils peuvent agir sur les
perméabilités membranaires, les cibles intracellulaires et la modulation de la réponse

immunitaire (Kumar et al ., 2018).
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Les résultats obtenus dans les articles de Bardbari et al., (2018) ; Khozani et al.,
(2018) ; Hakimi Alni et al., (2020) ont été confirmeé par un microscopie électronique a

balayage (FE-SEM) comme le montre dans les Figures 34,35,36.
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Figure 34 : Effet de la mélittine sur la biomasse du biofilm des souches Acinetobacter
baumannii. (Al) et (A2) : groupe non traité. (B1) et (B2) : mélittine a 0,25 p g. LBB : grande
biomasse de biofilm, V : vésicule, L : lyse.

(Bardbari et al., 2018)
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Figure 35 : La morphologie de biofilm de Pseudomonas aeruginosa le biofilm a été étudiée

aprés 30 min de traitement avec 10 pug de mélittine. Al et A2 contréle, B1 et B2 Formation de

biofilm, C1 et C2 Pseudomonas aeruginosa biofilm traité a la mélittine pendant 30 et 60 min
respectivement B biofilm BD dégradation du biofilm, lys : lyse, v : vésicule, sq : Cellules

compressé (Khozani et al., 2018)




Résultats et Discussion

Figure 36 : Effet de la mélittine sur la formation du biofilm des souches Staphylococcus
aureus. A et B : groupe non traité. Groupe traité C et D. LBB : Grande biomasse de biofilm,
SBB : Petite biomasse de biofilm, L : Lyse (Hakimi Alni et al., 2020)
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Conclusion

Suite a la synthese ces cing articles étudiés, nous disons que la recherche de nouvelles
substances a activités antibactériennes et particulierement antibiofilm d’origine naturelle
devient nécessaire et primordiale. A travers ces articles le venin d’abeille (substance naturelle)
étudié par Fadl, (2018) ou la mélittine (principal composé du venin d’abeille) utilisés dans les
études de Khozani et al .,(2018) ; Bardbari et al .,(2018) ; Hakimi Alni et al.,(2020) et
Karyne et al ., (2020) ont prouveé un effet inconditionné sur les bactéries au mode biofilm.

Les résultats obtenus dans I’étude Fadl, (2018) et Hakimi Alni et al., (2020) ont
démontré que le venin et la mélittine peuvent inhiber la formation de biofilm bactérien a des
concentrations inférieures a la CMI ,ou il a été constaté que le venin d'abeille pouvait inhiber
le biofilm des SARM , S.aureus (MDR),VRSA , S. haemolyticus, E. faecalis , P. aeruginosa
et E. cloacae a des sous CMI de CMI/2 et CMI/4.

D’un autre coté, dans les études de Khozani et al ., (2018) et Bardbari et al .,(2018) la
mélittine a réussi a dégrader le biofilm en fonction de la concentration et du temps. Elle était
efficace aprés 6h qu’a aprés 24h, et pour le biofilm de P.aeruginosa. La quantité de 50 ug
avait une activité importante afin d’éliminer son biofilm. Cela est probablement di a la
capacité¢ de la mélittine de venin d’abeille a pénétrer le biofilm bactérien. En plus, I'effet
inhibiteur de venin d'abeille et la mélittine est plus significatif sur un biofilm jeune et plus
efficace sur les biofilms des bactéries a Gram positifs que sur des bactéries a Gram négatif.
Le venin d’abeille peut réduire le nombre et/ou la viabilité des bactéries au sein du biofilm, et
avoir également un effet sur la morphologie et la taille de biofilm (Socarras et al ., 2017).

Suite a tous ces résultats, nous souhaitons dans un avenir proche évaluer I’activité
antibiofilm de venin de nos abeilles Algériennes sur des souches hospitalieres multirésistantes
isolées de C.H.U de Tlemcen et de valoriser ce produit naturel pour le traitement et

élimination de biofilm en milieu hospitalier et autre.
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wene determined by broth micredilution assay. Melittin anti-biofilm activity was determined. wusing a

fw.l::\o . micratiter-plate test (MIP) and scanning electron micoscope (SEM) methods. The gquorum sensing inhi-
u;hﬁliw i bitory activity of Y2 MIC melittin was examined using a guantitative real-time KT-PCR met hod, and melit-
Antimicnobial activity tin Cytatosic ity on Vero cells was examined by et razolium-based colorimetric (MTT) test The Results of
Melittin our study showed that Geometric means of MIC values of the melittin and mupirocin were 4.4 and
Mupiradin 1422 pgiml respectively. The geometnc mean of the FICH for both melittn-mupirecin was 075 Mo 5,

arreis biofilm was formed and hld gene(as a biofilm regulator) expression down-regulated. 1t seems that

melittn can e uselul in the reatment of 5 awews infections (especially MESA) by reducing the hid

expression. Furthermore, synergistic growt h-inhibitory effects of mupincin with melittin could be

considered a5 a promising approach in the treatment of MESA isolates.
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1. Introduction acfuired a mobile genetic element into their genome which har-

bors the genes encoding penicillin-binding protein gene (mecA)

Methicillin-resistant 5. aureus (MRSA) is the greatest concern of and other regulatory genes such as meck and mecl. These maobile

all  health-care-associated pathogens and causes hospital and genetic elements termesd the staphylococcal casse tte chramosome

community-acquired infection disease (Cordon and Lowy 2008). mec (SCCmec) and are seen in MRSA strains (lto et al. 2007, i
Resistant Staphylococcal infections have led to a higher maortality 2007).

rate and hawve prolonged antibiotic therapy as compared with A variety of antimicrobial agents such as tetracycline, dapto-

methidllin-sensitive Staphylococcal infection. MESA strains hawve mycin, fluorogquinolone, and linezalid are used for the treatment

af 5. aurews infections (Tiwari and Sen 2006) but due to the ability
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exopalysaccharide (Wainick and Kolter 2000 Biofilm formation
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and other processes including bioluminescence, sporulation, com-
petence, and virulence factor secretion are usually contralled by a
CQuorum sensing (5] system. 5 is a bacterial cell-cell communi-
cation process and releases extracellular signaling molecules (au-
toinducers) that increase in concentration as a function of cell
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Abstract: Acinetobacter lnumannii is a prevalent pathogen in hospital settings with increasing
importance in infections associated with biofilm production. Due to a rapid increase in its drug
resistance and the failure of commonly available antibiotics to treat A. bawmannii infections, this
bacterium has become a critical public health issue. For these multi-drug resistant A. baumannii,
polymyxin antibiotics are considered the only option for the treatment of severe infections. Conceming,
several polymyxin-resistant A. baumannii strains have been isolated over the last few years. This study
utilized pan drug-resistant (PDR) strains of A. laumannii isolated in Brazil, along with susceptible
(S) and extreme drug-resistant (XDR) strains in order to evaluate the in vitro activity of melittin, an
antimicrobial peptide, in comparison to polymyxin and another antibiotic, imipenem. From a broth
microdilution method, the determined minimum inhibitory concentration showed that S and XDR
strains were susceptible to melittin, In contrast, PDR A. banwmannii was resistant to all treatments,
Treatment with the peptide was also observed to inhibit biofilm formation of a susceptible strain
and appeared to cause permanent membrane damage. A subpopulation of PDR showed membrane
damage, however, it was not sufficient to stop bacterial growth, suggesting that alterations involved
with antibiotic resistance could also influence melittin resistance. Presumably, mutations in the PDR
that have arisen to confer resistance to widely used therapeutics also confer resistance to melittin,
Our results demonstrate the potential of melittin to be used in the control of bacterial infections and
suggest that antimicrobial peptides canserve as the basis for the development of new treatments.

Keywords: Acinetobacter laumannii; multidrug resistance; pan drug resistance; melittin; biofilm;
antimicrobial peptide

1. Introduction

The emergence of drug-resistant strains of major pathogenic bacteria is an increasingly critical
public health issue [1,2]. One such pathogen is the Gram-negative bacterium Acinetobacter baumanmnii,
which possesses both multidrug resistance (MDR) genes and an intrinsic natural resistance toward

Antibiotics 2020, 9, 178; doi:10.3390/antibiotics9040178 www.mdpicom/journalfantibiotics
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Highly synergistic activity of melittin with imipenem and colistin
in biofilm inhibition against multidrug-resistant strong biofilm
producer strains of Acinetobacter baumannii
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Abstract

The rapid increase of drug resistance and failure of available antibiotics o reat biofilm-associated infections is of great health
concern, Accordingly, our study aimed to evaluate the svnergistic antibacterial, biofilm inhibitory, and biofilm removal activities of
melittin in combination with colistin, imipenem, and ciprofloxacin against multidrog-resistant (MDR) strong biofilm preducer
Acinetobacter baumannii isolates. The kinetics of biofi lm formation were evaluated for the isolates for 144 h, Minimmum inhibitory
concentrat ions (MICs), minimum bactericidal concentmtions (MBCs), minimum biofilm inhibitory concentrations (MBICs), and
biofilm removal activities for melittin and combinations with antibiotics were determined. Inhibition of biofilm-associated protein
(hap) expression by melitin was evaluated with real-time polymerase chain reaction (PCR). Field emission scanning electron
microscopy (FE-SEM) was used to visualize the effect of synergism on the inhibition of biofilm production. The geometric means
of the fractional inhibitory concentration mdex (FIC1) for melittim—colistin, melittin—mmipenem, and melittin—ciprofloxacin combi-
nations were calculated as 0.31, 0.24, and 0.94, respectively. Comparing the geometric means of the removal activity for melittin,
colisting, innipenem, and combinations of them in both & and 24 h showed a significant difference between the groups (pvalue
< 0L05). Exposure to melittin induced a statistical by significant downregulation of fap mBENA levels inall isolates at sub-MIC doses.
Analysis of the FE-SEM results demonstrated that the synergism of melittin—colistin at 0, 125-0.25 pg mhibited biofilm fonmation
completely. In conclusion, our findings indicate that melittin possesses considerable potential for use in combination with colistin
and imipenem to treat infections caused by MDRE strong biofilm producer A baremannii isolates,

Abbreviations Col Colistin
AMP Antimicrobial peptides Cip Ciprofloxacin
MDR Multidrug -resistant FE-SEM  Field emission scanning electron microscopy
bap Biofilm-associated protein FICi Fractional inhibitory concentration index
CFU Colony-forming units I Imi penem
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Abstract

The prevalence of (MDRB) is increasing worldwide: therefore, this study aimed to
identify the most common MDREB in clinical specimens and meet the urgent need to
develop new antibacterial drugs to control their intractable infection. Additionally, due to
the confrontation of the infection associated with bacterial biofilms, which are difficult to
treat, and cause problems to public health, which require real solutions. Bee Venom
produced by the glands of (Apis mellifera) is a complex mixture of active peptides,
enzymes, and amines. So, it 1s considered a fertile environment for research to achieve the
goal of this study. The results of the specimen’s examination showed that, from a total of
500 clinical specimens, there are 224 specimens exhibited no growth, while 276 were
positive. From 276 positive cultures, 317 isolates were obtained. Out of the 317 bacteral
isolates, 169 (53.3%) were Gram-negative bacteria (GNB), and 148 (46.7%) were Gram-
positive (GP). It was of this number 124 (39.1%) were multidrug-resistant (MDR) isolates
of which 89 (71.77%) were Gram-negative type, including Escherichia coli, Klebsiella
preumoniae, Enterobacter cloacae, and Pseudomonas aeruginosa and 35 (28.23%) were
Gram-positive including Staphylococcus  auwreus, methicillin-resistant  Sraphylococcus
aureus, Vancomycin-resistant Staphylococcus aureus, Staphylococcus haemolvticus and
Enterococcus faecalis. Antibactenal assays showed that Bee Venom possesses strong
potential effect against MDR isolates including both GNB and GPB. with a wide range of
MICs and MLCs concentration-spacing between 3.125 — 50 pg/mL and 6.25 — 100 pg/mlL,
respectively against all MDR-GNB and GPB. It was found that GPB was more sensitive at
lower concentrations of Bee Venom than GNB. In addition, Bee Venom sub-MICs values
against the most biofilm bactenal produces namely: E. faecalis, P. aeruginosa, 5. aureus,
VRSA, 8. haemolyvticus and E. faecalis exhibited sharp reduction in their biofilms ranged
between (63.8- 92%) especially at Y2 M1Cs according to each bacterium, exclude E. faecalis
biofilm was moderately affected (39%). While, at another tested sub-MICs showed
moderate, weak, and no antibiofilm effects.

Keywords: Multi-drug resistant, MDR, Bacteria, GNB, GPB, MRESA, VRSA,
Antibacterial, MIC, MLC, Biofilm, Bee Venom.
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Biofilm Degradation and Eradication of Potent Biofilm Producing MDR
Pseudomonas aeruginosa Isolates
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Abstract

Bicilm associated Premdomonas aeruginosa infections are of magor clinical concern due o treatment i lure by conventional
antibiotics, Referring to many reports, antimicrobial peptides (AMPS) would be act as a new promising agent 1o overcome
thes issue, In this regand, our study was aimed toevaluate the kinetics of melittin as a natural AMP, in simultaneously degrad-
ing and killing potent biofilm producing multidrug-resistant (MDR) P aermginesa isolates, The sensitivity of P ae ruginosa
clinical solates against routinely prescribed antibiotics was evaluated using dise diffusion and micro-dilution broth methaods,
Bicfilm formation ability of the isolates was determined by colorimetric method, The biofilm formation kinetics was evaluated
in five highly biofilm producer MDR isolates during 48 h, The efficiency of melittin todegradation of biofilm biomass and
killing the bacteria within the biofilm were Kinetically performed, The degradation activity of melittin on preformed biofilm
and also it effect on the morphology of P aernginosa within the biofilm was investigated by field emission-scanning electron
microscopy (FE-SEM), Melittin at the amount of 2 and 4 pg inhibited or killed all the examined strains in plankionic state
while at 50 pg degraded the biofilm Layer and killed all embedded bacteria after 24 and 48 h, respectively, FE-SEM results
confirmed the biofilm removal and killing activities of melittin, Linear regression analysis verifed the wend of melittin®s
activities in a concentration and time dependent manner, In conclusion, it seems plavsible that melittin should be furthe:
invest gated in an animal model of biofilm associated burn infection as a new drog lewd,

Keywords Antimicrobial peptides - Biofilm de gradation - Preudomonas gernginesa © Melittin

Introduction Prendomonas aeruginesa as a hi ghly versatile opportun-

istic pathogen worldwide, is the major cavuse of morbidity
In recent years, the development of multidrug-resistant and mortality in burn patients {Turner et al, 200 4), Refer-
(MDR) bacteria particularly in burn infections has led to ence 1w many documented reports in many countries, the
increased interest for new antibiotics from natural sources incidence of MDR P aeruginosa is being increased (Fala-
(Dawvies and Davies 20007, sas et al, 2006; Aloush et al, 2006; Hirsch and Tam 2000),

Recent reports on the antibiotic sensitivity patterns of B aer-

pginesa have hi ghlighted the problem of antibiotic resistance

in burn infection strains in comparison with other hospital

= Kamman Pooshang Bagheri isolates (Klockgether and Tiimmler 2007 DiMuzio e al,
k_baghern & pasteurac. ir 2014,

Preudomonas aeraginosa persists in a hiofilm, which
further enhances the high antibiotic wlerance of the ozan-
2 Wenom and Bistherapewtics Molecules Lab, Medical s {.Dc:jun ¢ al. 2011; Wood Eﬂl'].'}. Heavy T'":"”'T." o .":

Biotechnology Department, Biskechnology Research Center, antibiotics has led to the worldwide spread of antibiotic-
Pasteur Institute of Iran, Tehrm, Ian resistant bacteria in hospitals and communities which poses
a5 a serious danger w human health {Ventola 200 5),
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