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Introduction

Les infections bactériennes représentent une cause majeure de morbidité et de mortalité
dans le monde entier et sont considérées comme une lourde charge sanitaire pour la
population humaine mondiale (Kraker et al. 2011). La découverte des antibiotiques au siécle
dernier a révolutionné la médecine et a permis a I'humanité, pour la premiére fois dans
I'nistoire, de gérer avec succes les maladies infectieuses causées par des agents pathogénes

microbiens (Davies et Davies, 2010).

Malheureusement, et en raison de la surutilisation et de la mauvaise utilisation
excessives des antibiotiques, une proportion importante de micro-organismes pathogenes a
acquis la capacité de résister aux antibiotiques qui sont traditionnellement utilisés pour le
traitement des infections humaines (Kutateladze et Adamia, 2010 ; Leung et al., 2011). Cette
situation impose une pression énorme a la communauté médicale pour identifier de nouveaux
agents capables d'éradiquer les souches de bactéries multirésistantes et les infections liées aux
biofilms (Almaaytah et al., 2014).

Actuellement, il a été constaté que de nombreux composants, en particulier les peptides,
issus du venin de nombreux animaux ont une activité antibactérienne remarquable, en
conseéquence, ces molécules ont attiré I'attention de nombreux groupes de chercheurs qui se
sont penchés sur la possibilité de les employer comme thérapie complémentaire en médecine
(Fratini et al., 2017).

Le venin des scorpions est bien plus qu'un outil de prédation ou de défense ; avec son
arsenal biochimique, il représente une partie essentielle de leurs caractéristiques
écophysiologiques et peut donc jouer un rdle important dans les relations environnementales
des scorpions (Laraba-Djebari et al., 2015). Cette importance se refléte dans la remarquable
diversité de ses composants qui contiennent une biomolécule variée comme des
mucoprotéines, des enzymes, des lipides, des sels inorganiques, des nucléotides, des amines

biogeénes et des polypeptides (Banerjee et al., 2018).

La biodiversité et la spécificité des venins et toxines de scorpion en font une source
unique de pistes et de modeéles a partir desquels de nouveaux agents thérapeutiques sont
développés. Comme ils sont composés d'un certain nombre de toxines, ils sont capables

d'exercer plusieurs activités chimiques et biologiques tout en présentant un large éventail de
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caractéristiques liées a la pharmacodynamique, a la toxicité et a la pharmacocinétique
(Petricevich, 2010).

Androctonus australis est I'espéce la plus dangereuse d'Algérie (Hammoudi-Triki et al.
2004). Le venin de cette espéce est riche en neurotoxines de faible masse moléculaire de
haute diffusibilité et a généralement un grand volume de distribution qui atteint leurs cibles
tissulaires rapidement aprés I'envenimation (Ismail et Abd-Elsalam, 1988 ; Calderon-Aranda
etal., 1999).

C’est dans ce contexte que s’inscrit le présent travail de recherche, dont le but principal
est d’étudier et d’évaluer I’activité biologique de venin de scorpion Androctonus australis sur

de quelques souches bactériennes.

Dans la premiere partie de la présente étude, nous présentons une synthése
bibliographique qui regroupe deux chapitres, dont le premier est consacré aux généralités sur
les scorpions et le deuxieme chapitre concerne I’activité antimicrobienne de venin des

scorpions.

Quant a la deuxiéme partie, il s’agit d’une partie pratique et son but est de rechercher et

d'étudier 1’activité antibactérienne du venin d’Androctonus australis.
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Bibliographique
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Chapitre 1 Généralités sur le scorpion et son venin

1.1. Scorpions

1.1.1. Définition

Les scorpions sont des arachnides présents dans toutes les régions chaudes ou tempérées
du monde. Moins de 1500 espéces réparties en 18 familles sont décrites, ce qui est trés peu
pour des arthropodes. Une des caractéristiques de ce groupe est un taux d'endémisme
extrémement élevé avec tres peu d'especes possedant une grande aire de répartition (Dacquin,
2019).

Ce sont des invertébrés venimeux, nocturnes, pourvus d’exosquelette chitineux articulé
qui les protege et leur confére une résistance aux conditions les plus extrémes des

écosystemes (Vachon, 1952).

En général, les scorpions vivent en groupe (Vachon, 1952). On les trouve dans des
habitats divers : sous les pierres, les rochers, les écorces d'arbres et les vieilles constructions.
Ils cherchent les coins obscurs ou ils creusent des terriers (Geoffery et al., 2003 ; Ismail,
2003). Par contre certains scorpions affectent le voisinage des habitations, se placent entre les

draps, dans les chaussures, dans les cuisines et les salles de bains (Pinkston et Wright, 2001).

1.1.2. Classification

Le scorpion appartient a I’embranchement des arthropodes, sous embranchement des
chélicérates, classe des arachnides, ordre des scorpions, avec deux sous ordres ; les Buthoides
(Famille des Buthidae) et les Chactoides (six Famille) (Goyffon et Chippaux, 1990 ; Martin-
Eauclaire et al., 1999).

Ordre ScorPions
I 0
Sous-ordre | Buthoides | [ Chactoides

 Famille | - Buthidés | Scorpionidés |

— Diplocentridés |

—  Chactidés |

— Vaejovidés |

— Bothriurides |

— Chaerilidés |
Figure 1. Principales familles de scorpions ; seuls les représentants des Buthidés sont dangereux
pour I’homme (Goyffon et Chippaux, 1990).
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1.1.3. Morphologie générale

La morphologie du scorpion est un peu variée (fig. 2). Le corps du scorpion est formé
d’un squelette externe ou cuticule, divisé en trois parties : le prosoma ou céphalothorax, le
mesosoma dénommé abdomen ou pré abdomen et le métasoma appelé queue ou post
abdomen. La réunion des deux premiers eléments constitue le tronc par opposition a la queue.

A ce corps s’ajoutent les appendices et un appareil venimeux (Lharmis, 2009).

En général, les scorpions adultes ne dépassent pas 25 cm, en particulier ceux de

I'Afrique du Nord, variant entre 2 et 12 cm (Vachon, 1952).

Scorplon Opisthosoma (abdomen)
I
) Prosoma Mesosoma Métazome ou gueue
(cephalothorax} (Fsegments) (S=egments)
Chelaigrifiedepédipalpe) | I | |

Oeil médian S '\
5 = = Lexosquelette wa

du noir au brun au
rouge au beige.

Griffes sur
chague jambe

Rotule |
4 paires de pattes de marche a griffes

EFbomSchool.com

Figure 2. Structure de scorpion (site web 1).
1.1.4. Glandes venimeuses
Elles contiennent deux glandes accolées pourvues chacune d’un fin canal excréteur situe
a I’intérieur d’un aiguillon fin et recourbé et s’abouchant a un orifice de sortie sub-terminal

par ou s’évacue leur contenu (Goyffon et Billiald, 2007).
1.2. Epidémiologie de I’envenimation scorpionique en Algérie

On rencontre les scorpions entre les 50° de latitude Nord et Sud, dans des biotopes trés
variés, jusqu’a 3 000 m d’altitude et davantage (fig. 3). Partout ou vivent des scorpions, il
existe un ou plusieurs représentants des Buthoides, ce qui signifie que partout ou vivent des
scorpions. En pratique, les especes de scorpions dangereuses vivent en zone tropicale, a
I’exception de deux vastes territoires, Madagascar et I’ Australie (Goyffon et Chippaux, 1990).
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Figure 3. Répartition géographique des scorpions (Goyffon et Chippaux, 1990).

En Algérie, le scorpionisme représente 1’un des problémes de santé publique les plus
importants, en particulier dans les régions du sud et les Hauts Plateaux. Chaque année, plus de
50 000 pigdres de scorpion sont enregistrées. Par exemple, entre 1996 et 2017, I’Institut
National de la Santé Publique (INSP) a dénombré plus d’un million de cas confirmés de
pigdres de scorpion, dont 1 647 déces. Le nombre annuel de piqlres de scorpion enregistrées
dans la wilaya de Biskra représente environ 14% des cas enregistrés annuellement au niveau
national (Selmane et L’Hadj, 2016 ; Khezzani et al., 2019).

Sur le territoire national algérien, 39 especes et 14 genres de scorpions sont répertoriés
(tab. 1) et regroupés en 3 familles : Buthidae, Chactidae (Euscorpiidae) et Scorpionidae ont

été répertoriés (Sadine, 2018).

Tableau 1. Les différentes espéces de scorpions répertoriées en Algérie (Sadine, 2018).

Famille Genre Espéce
A. amoreuxi (Audouin, 1826)
Androctonus A. australis (Linnaeus, 1758)
(Ehrenberg, 1828) A. aeneas (Koch, 1839)
’ A. eburneus (Pallary, 1928)
A. hoggarensis (Pallary, 1929)
Buthidae B. ahaggar (Lourenco, Kourim et Sadine, 2017)
(Simon, 1880) B. algerianus (Lourenco, 2006)
Buthacus B. arenicola (Simon, 1885)
(Birula, 1908) B. armasi (Lourenco, 2013)
B. birulai (Lourenco, 2006)
B. elmenia (Lourenco et Sadine, 2017)
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. foleyi (\Vachon, 1948)

. samiae (Lourenco et Sadine, 2015)

. spinatus (Lourenco, Bissati et Sadine, 2016)

Butheoloides
(Hirst, 1925)

W (00|

. schwendingeri (Lourengo, 2002)

Buthiscus

(Birula, 1905) B. bicalcaratus (Birula, 1905)
B. aures (Lourenco et Sadine 2016)
B. paris (C. L. Koch, 1839)

Buthus B. pusillus (Lourenco, 2013)

(Leach, 1815) B. saharicus (Sadine, Bissati et Lourenco, 2016)
B. tassili (Lourenco, 2002)
B. boussadi (sadine, 2018)
B. tunetatus (Herbst, 1800)

. C. exilis (Pallary, 1928)
Cicileus - -
(Vachon, 1948) C. hoggarensis (Lourenco et Ro_ssL 2015)
’ C. montanus (Lourenco et Rossi, 2015)

Compsobuthus .

(Vachon, 1949) C. tassili (Lourenco, 2010)
H. franzwerneri (Birula, 1914)

(;?lﬁgmlo;g%) H. gentili (Pallary, 1924)

' H. hoggarensis (Lourenco et Leguin, 2014)
Lissothus . .
(Vachon, 1948) L. chaambi (Lourenco et Sadine, 2014)
Leiurus L. hoggarensis (Lourenco, Kourim et Sadine,
(Ehrenberg, 1828) 2018)

Orthochirus
(Karsch, 1891)

O.tassili (Lourenco et Leguin, 2011)

Pseudolissothus
(Lourenco, 2001)

P.

pusillus (Lourenco, 2001)

Euscorpiidae
(Laurie, 1896)

Euscorpius
(Thorell, 1876)

E.

italicus (Herbst, 1800)

E.

flavicaudis (De Geer, 1778)

E.

galitae (Caporiacco, 1950)

Scorpionidae
(Latreille, 1802)

Scorpio
(Linnaeus, 1758)

S. punicus (Fet, 2000)

S. tassili (Lourenco et Rossi, 2016)

1.3. Venins

1.3.1. Composition chimique et le mode d’action

Le venin se compose de mucopolysaccharides, d’oligopeptides, des nucléotides, des

amines biogenes (sérotonine, I’histamine), d’inhibiteurs de protéase, d’acides aminés et

d’autres composeés organiques de faibles activités enzymatique (a I’exception de la

hyaluronidase) et essentiellement des protéines de faible poids appelées peptides

neurotoxiques.

Ces neurotoxines amplifient 1’excitabilité des cellules nerveuses et

6
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musculaires déclenchant ainsi une cascade des perturbations hémodynamiques,
inflammatoire, métaboliques et histologiques. En effet, les venins de scorpion provoquent des
altérations tissulaires au niveau de différents organes (foie, cceur, pancréas, reins, appareil
génital et poumons) plus ou moins graves selon I’espéce de scorpion, la dose et la voie
d’injection du venin (Hammoudi-Triki et al., 2008 ; Bahloul et al., 2017).

1.3.2. Toxines du venin

Deux groupes de peptides et/ou toxines peuvent étre différenciés dans le venin des
scorpions dangereux pour les mammiferes : celles a chaine courte, environ 29 a 41 acides
aminés, et celles a chaine longue, entre 60 et 76 acides aminés. Jusqu’a présent, toutes les
toxines dont la structure tridimensionnelle a été déterminée possedent un noyau commun
compose d’une topologie Bafp (feuillet B, hélice a, feuillet B, feuillet B) avec des boucles a
séquence hautement variable pour les connecter. Trois ponts disulfures stabilisent ce

repliement. Elles possedent un poids moléculaire entre 6 500 et 8 000 Dalton (Florent, 2012).
Plus de 50 neurotoxines de scorpion ont été identifiée, on distingue :

- Les toxines agissant sur les canaux sodiques, ils sont les responsables quasi exclusives

de la symptomatologie de I’envenimation.
- Les toxines agissant sur les canaux potassiques.
- Les toxines agissant sur les canaux calciques.
- Les toxines agissant sur les canaux chloriques (Lharmis, 2009).

Les toxines les plus mortelles pour les Mammiferes par voie périphérique modulent les
canaux sodium actives par le voltage (Nay), c’est-a-dire les protéines membranaires
responsables du transit des ions sodium. Ces toxines, dites toxines «alpha», sont responsables
de 90% de I’activité létale des venins des A. australis et A. mauretanicus (Abbas et al., 2008).

1.3.3. Propriétés physicochimiques de venin

C’est un liquide limpide, d’aspect l1égérement opalescent. Il a une densité voisine a
I’eau, avec un pH légérement acide. Le venin résiste & 90 minutes de chauffage a 90°C, mais
sa toxicité disparait a 100°C au bout de 90 minutes (Baino, 2013).

1.3.4. Propriétés microbiologiques de venin

Le scorpion a un systéeme immunitaire inné qui lui permet de résister aux infections
microbiennes, ce qui a révélé qu'il existe différents peptides antimicrobiens dans le scorpion.
Différentes toxines ont été isolées du venin de scorpion, qui a une activité antimicrobienne,
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comme BmKnl et BmKn2. BmKn2 inhibe la croissance des bactéries (Tobassum et al.,
2018).

1.3.5. Propriétés pharmacologiques de venin

L’utilisation des techniques Radioimmunologiques (RIA) et immunoenzymatiques
(ELISA) pour évaluer la toxicocinétique du venin lors des envenimations expérimentales,
effectuées sur plusieurs modeles animaux et par différentes voies d’injection, montre que le
venin se caractérise par une diffusion rapide a partir du site de pigdre vers les compartiments
vasculaires et tissulaires avec une demi-vie de distribution de 4 & 7 minutes, alors que son
élimination est relativement lente (Ismail et al., 1980 ; Hammoudi-Triki et Laraba-Djebari,
2003 ; Sevcik et al., 2004).

Les études pharmacologiques du venin de scorpion confirment la relation entre
I’évolution des symptébmes de 1’envenimation et le profil toxicocinétique ; la distribution
rapide des toxines traduit I’apparition des manifestations cliniques immédiatement quelques
minutes apres la piqlre. Une bonne corrélation a été observée entre I’intensit¢ de la
symptomatologie et la concentration des toxines dans le sérum des patients envenimés. D’un
autre cOte, ’accumulation de ces toxines au niveau des poumons et le cceur explique la
dysfonction cardiaque et I’insuffisance respiratoire a 1’origine de 1’cedéme pulmonaire,
complication fréquente, observé dans les cas les plus graves (Devaux et al., 2004 ;
Hammoudi-Triki et al., 2007).

1.4. Conséquences cliniques de I’envenimation

Les signes cliniques de l'envenimation du scorpion sont extrémement divers. Ils
dépendent de I'espece du scorpion et de I'age, du poids et de la santé de la victime (Devaux et
al., 2004).

L’évolution de I’envenimation est rapide, apres une phase de latence d’une a deux
heures pendant lesquelles le seul signe clinique est la vive douleur manifestée par le patient
(Goyffon et Billiald, 2007). La classification des manifestations cliniques en fonction de
l'augmentation de la gravité (tab. 2) a été proposée en 1998 lors de la réunion des Instituts
Pasteur et Instituts Associés (ACIP) (Krifi et al., 1998).
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Tableau 2. Les principaux symptomes cliniques et gradation des envenimations

scorpioniques (Krifi et al., 1998).

Gradation

Principaux symptémes

Grade |

Signes locaux : douleur, fourmillement

Signes généraux : irritabilité, agitation/obnubilation

Grade 11

Signes locaux : douleur, fourmillement

Signes généraux : irritabilité, agitation/obnubilation, sueur, diarrhées,
vomissement/nausées, hyper salivation, ballonnement gastrique, extrémités
froides, fievre/frissonnement, dysrégulation thermique.

Signes cardiovasculaires : hypertension, hypotension, tachycardie.

Signes respiratoires : cyanose

Signes neuromusculaires : priapisme

Grade |11

Signes locaux : douleur, fourmillement

Signes généraux : irritabilité, agitation/obnubilation, sueur, diarrhées,
vomissement/nausées, hyper salivation, ballonnement gastrique, extrémités
froides, fievre/frissonnement, dysrégulation thermique.

Signes cardiovasculaires : hypertension, hypotension, tachycardie,
bradycardie, hypertrophie auriculaire, fibrillation auriculaire et ventriculaire,
trouble de la conduction, choc.

Signes respiratoires : cyanose, polypnée, dyspnée, mousse aux levres, rales
crépitant, sécrétion bronchique, arrét respiratoire, OAP.

Signes neuromusculaires : priapisme, hyperexcitabilité, nystagmus,
hémiplégie, prostration, convulsions, troubles de la conscience, coma.
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2.1. Les microorganismes et I’acquisition de résistance aux antimicrobiens

La résistance aux antibiotiques, par mutation ou acquisition de genes portés par des
éléments genétiques mobiles, peut entrainer, pour une bactérie, une moindre compétitivite. Il
existe deux mécanismes de résistance : Une résistance naturelle et une résistance acquise. La
résistance naturelle, porté par le chromosome, est un caractere d’espéce qui touche toutes les
souches microbiennes appartenant au méme genre, par exemple la résistance naturelle des

entérobactéries aux macrolides (Kempf et Zeitouni, 2012).

La résistance acquise suite des mutations est un phénomene qui se développe lentement,
alors que celle résultant de I'acquisition de nouveaux génes se produit plus rapidement et est
donc un phénomene plus répandu, pour un méme antibiotique, il existe plus d'une fagon pour
une bactérie de devenir resistante. Aussi, il est de plus en plus fréquent qu'une bactérie

devienne résistante plusieurs antibiotiques a la fois (résistance multiple) (Lariviére, 2002).

L’utilisation abusive des antimicrobiens en médecine humaine est 1'un des facteurs
favorisant la progression de phénoméne de résistance, ceci en sélectionnant les populations
microbiennes résistantes qui ont été les seuls a survivre et a se multiplier dans les
environnements traités, c’est le cas des bactéries multirésistantes responsables d’infections
nosocomiales tels que : Les Staphylococcus aureus résistants a la méthicilline (SARM), les
entérocoques résistants a la vancomycine (ERV) et les bactéries béta-lactamase a spectre
étendu (BLSE) (Guerin et al., 2010).

2.2. Peptides antimicrobiens (PAM ou AMP)

Les peptides antimicrobiens (PAM) sont des polypeptides codés par des génes et
synthétisés par voie ribosomique. Ils ont généralement les caractéristiques communes
suivantes : petit peptide (30-60 acide aminé), fortement cationique (p18.9-10.7), thermostable
(100°C, 15 min), aucune solidité du medicament et aucun effet sur la cellule eucaryote. Les
PAM naturelles ont été isolées et caractérisées a partir d'organismes pratiquement tous

vivants, allant des procaryotes aux humains (Yanmei et al., 2012).

2.2.1. Origines

Les PAM peuvent étre généralement classés en quatre groupes selon leurs origines. Ils
proviennent d'insectes, d'autres animaux, de synthése et de micro-organismes génétiqguement
modifiés. A ce jour, plus de 1500 ampéres d'origines différentes ont été signalés (Guani-
Guerra et al., 2010).
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2.2.2. Mécanismes d’action

Le mécanisme des activités antimicrobiennes des PAM a été étudié pour certains
peptides sélectionneés, les fonctions de ces peptides varient de la perméabilisation
membranaire aux actions sur un ensemble de molécules cibles intracellulaires, y compris les

activités immuno- modulatrices (Mardti et al., 2011).

Les peptides peuvent perturber la membrane, entrainant une lyse cellulaire, ou,
alternativement, une interaction membranaire peut conduire a la formation de pores
transitoires et au transport de peptides a l'intérieur de la cellule, les mettant en contact avec
des cibles intracellulaires (Yang et al., 2011).

2.2.3. PAM du venin de scorpion

Plusieurs PAM dérivées du scorpion seront définies comme a-helical free-cysteine
peptides qui modifient la structure de la membrane cellulaire (Ehret-Sabatier et al., 1996).
Ces peptides sont classés en fonction de leur activité en peptides a :

2.2.3.1. Activité antibactérienne

Le venin de scorpion brut a montré une activité antibactérienne différente selon I'espéce
de scorpion dont le venin a été extrait (Samy et al., 2007 ; Ahmed et al., 2012 ; Erdes, et al.,
2014 ; Uawonggul et al., 2014).

Le venin brut de Hottentotta hottentotta (scorpion terrestre africain) et de Buthus
martensii Karsch (scorpion rouge chinois) s'est révélé inefficace contre toutes les bactéries
testées, a I'exception de Staphylococcus aureus et Enterobacter aerogenes, avec des zones
d'inhibition respectivement 15.4 + 0.89 mm et 16.6 £ 0.89 mm (Samy et al., 2007).

En revanche, le venin de Leirus abdullahbayrami (scorpion jaune) et d'Heterometrus
laoticus (scorpion géant de la forét noire) a inhibé la croissance de toutes les bactéries testées
(Erdes et al., 2014 ; Uawonggul et al., 2014). Le venin extrait de Heterometrus xanthopus
(scorpion géant des foréts) a montré une bonne activité antibactérienne, a lI'exception des

souches de Staphylococcus aureus et Escherichia coli (Ahmed et al., 2012).

Almaaytah et al. (2012) ont rapporté que deux NDBP (Non Disulfide-Bridged Peptides)
provenant du venin du scorpion A. amoreuxi nommé AamAP1 et -2 présentaient un large
spectre d'activité antimicrobienne contre une bactérie a Gram positif Staphylococcus aureus,
E. coli a Gram négatif et Candida albicans a des concentrations comprises entre 20 et 150
mM. Dans cette plage de concentration, les deux peptides ont produit des degrés d'hémolyse

importants.

11



Chapitre 2 Activité antimicrobienne

Le peptide IsCT, isolé du venin de Opisthacanthus madascariensis (scorpion africain),
était plus efficace contre Bacillus subtilis, Staphylococcus epidermidis et Staphylococcus
aureus (en particulier les souches de SARM) et les souches de Pseudomonas aeruginosa
multirésistantes (Dai et al., 2002 ; Lee et al., 2004 ; Lim et al., 2006).

Ces exemples montrent que les PAM de scorpion naturel peuvent représenter de bons
candidats pour le développement de nouveaux médicaments antimicrobiens (Ortiz et al.,
2015).

2.2.3.2. Activité antifongique

Le TistH (Tityusstigmurus Hypotensin), un peptide déduit du transcriptome de la glande
a venin de T. stigmurus et ayant une structure en hélice a prédominante, a montré une activité
modérée contre C. albicans LM-108 et le champignon filamenteux Trichophyton rubrum,
avec une inhibition de la croissance a une concentration de 1024 pg/mL. En revanche, ce
peptide a présenté une activité plus importante (CMI 128 pg/mL) contre C. albicans LM-106,
Candida tropicalis ATCC 13308 et les souches Aspergillus flavus LM-247 et LM-26,
champignons qui provoquent respectivement des infections buccales et vaginales, des

candidoses et des allergies respiratoires (Machado et al. 2016).

2.2.3.3. Activité antivirale

Zabihollahi et al. (2016) ont découvert que le venin brut de Hemiscorpius Lepturus
inhibait la réplication du virus de I’immunodéficience humaine (VIH) de 73% a la
concentration de 200 pg/mL. Il a également inhibé les particules virales acellulaires dans un
essai virucide, alors gu'il n'a montré aucune toxicité pour les cellules cibles dans un essai de
prolifération. En outre, la fraction de phospholipases X1 purifiée de H. lepturus a inhibé

environ 43,5 % de la réplication du VIH & 20 pg/mL.
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Notre travail est basé sur des notes de lecture de I’activité antibactérienne du venin de
scorpion concernant 1’étude de Zerouti et al. (2019) « La fraction non toxique du venin de
scorpion réduit la croissance bactérienne et la réponse inflammatoire dans un modele
d'infection chez la souris ».

Zerouti et al. (2019) présente une étude sur I'activité antimicrobienne du venin brut et la
fraction non toxique de venin d'Androctonus australis hector (fig. 4), ou ils lI'ont testé sur
différentes souches bactériennes et fongiques, y compris des bactéries cliniques résistantes
aux antibiotiques, et analysé son effet sur les cellules bactériennes. De plus, ils ont testé la
partie active de la toxine dans un modeéle d'infection de souris en utilisant la souche la plus
sensible. Pour approfondir cette activité, le composant antibactérien de cette fraction a été

purifié et analysé par un spectromeétre de masse complété par une étude in silico.

Le but annoncé des auteurs est de confirmer l'activité du venin de scorpion en tant
qu'antimicrobien, tout en testant I'efficacité de la fraction non toxique du venin de scorpion en
tant qu'antibactérien.

Dans notre note de lecture, on s’intéressera seulement a ’activité antibactérienne de

venin de scorpion, en comparant aussi avec d’autres études du méme ordre.

Figure 4. Photo d’Androctonus australis (Goyffon et Billiald, 2007).
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3.1. Matériel
3.1.1. Matériel biologique
3.1.1.1. Scorpion
Scorpion Androctonus australis est une grande espéce, pouvant mesurer plus de 10 cm,
facile a reconnaitre par sa queue la plus épaisse, de teinte jaune paille, avec des parties du
corps (pinces et derniers anneaux de la queue) plus ou moins assombries. La sous espece
Androctonus australis hector est caractérisé par une couleur légérement plus foncée des

pinces, des deux derniers anneaux de la queue et du telson (Vachon, 1952).

Dans la région de Ouargla et EI-Oued, A. australis est I’espece la plus répandue, ayant
une large répartition et particulierement les habitations (Sadine, 2012), et aussi Biskra (Sadine
et Bissati, 2015).

3.1.1.2. Venin

Les auteurs ont obtenu du venin de scorpion Androctonus australis hector par
stimulation électrique a I'Institut Pasteur d'Algérie, auprés du Laboratoire de Biologie
Cellulaire et Moleculaire, Faculté des Sciences Biologiques (USTHB, Alger, Algérie).

3.1.1.3. Souches bactériennes testées
Les auteurs ont testé I'activité antimicrobienne du venin d’Androctonus australis hector

contre différentes souches de bactéries Gram-positive, Gram-négative :

a. Gram positive
Six souches différentes ont été choisies sur la base de plusieurs caracteres, dont les
cliniques et de référence :

e Staphylococcus aureus

Cocci a Gram positif, disposés en grappes sur milieu solide, et par paires, chaines
courtes ou petits groupes dans des milieux fluides, non mobiles, poussent bien sur des milieux
ordinaires, les colonies étant de couleur blanche, jaune ou dorée, présentes principalement sur

les surfaces corporelles (Vollum et al., 1970).
e Enterococcus faecalis ATCC 29212

Sont des bactéries Gram positif qui se présentent sous forme de diplocoques ou de
coques en chainettes. Ils sont anaérobies facultatifs, immobiles et dépourvus de capsule
(Stucki et al., 2014).
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e Bacillus cereus

Batonnets a Gram positif, formant souvent de longues chaines de bacilles, généralement
mobiles, produisent des spores rondes ou ovales résistantes a la chaleur, aérobies et
facultativement anaérobies, poussent bien sur des milieux ordinaires, principalement des

saprophytes provenant du sol, de I'eau, de la poussiére, etc (Vollum et al., 1970).
e Micrococcus sp

Cocci a Gram positif apparaissant par paires, quatre ou petites grappes, non mobiles,
aérobies, poussent bien sur tous les milieux ordinaires, principalement les saprophytes dans

I'air, la poussiere, I'eau, le sol, etc (Vollum et al., 1970).
e Corynebacterium striatum

Batonnets Gram positifs de contour irrégulier et coloration inégale, non acido-résistants,
non sporiformes, généralement non mobiles, beaucoup sont des parasites de I'hnomme et des

animaux (Vollum et al., 1970).
e Listeria monocytogenes

Bacilles a Gram positif de forme réguliere, courts, a bouts arrondis parfois. lls sont non
sporulés, non capsulés et mobiles par des flagelles péritriches. Ce sont des bactéries aéro-
anaérobies facultatives, catalase positive, oxydase négative, glucose fermenté avec production
d'acide lactique (Avril et al., 1992).

b. Gram négative

e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Bacilles a Gram négatif, mobiles par une ciliature polaire, rarement immobiles, non
sporulés, chimio-organotrophes avec un métabolisme strictement respiratoire, presque
toujours oxydase (+) et catalase (+), caractérisés par la pluralité des substrats hydrocarbonés
utilisés comme source de carbone et d'énergie, tres répandues dans la nature, caractérisées par

leur résistance aux antibiotiques et aux antiseptiques (Avril et al., 1992).
e Escherichia coli ATCC 25922

Batonnets a Gram négatif, mobiles par les flagelles péritriches, poussent facilement sur
tous les milieux ordinaires fermentent le lactose et autres sucres avec production de gaz,
indole positif, ne peuvent pas utiliser le citrate comme seule source de carbone. Constamment

présent dans le tractus intestinal de I'hnomme et des animaux (Vollum et al., 1970).
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e Streptococcus pneumoniae

Ce sont des cocci a Gram positif, sphériques ou ovoides, disposés en paire pour former
des diplocoques et pouvant se présenter sous forme de chainettes parfois longues, ils ne
sporulent pas. lls ne possédent ni catalase, ni oxydase. lls peuvent se développer en aérobiose,
ont un métabolisme fermentatif et sont a considérer comme des anaérobies tolérant I'oxygeéne
(Awvril et al., 1992).

e Serratia marcescens

Bacilles & Gram négatif, mobile, par ciliature péritriche, asporulée et acapsulée se
développe en aéro-anaérobie facultative, considérée comme pathogéne opportuniste, elle
touche le personnel hospitalier ou les patients au niveau de certaines muqueuses telles que le

nez, la gorge et le tube digestif (Chouh et al.,2019).
e Klebsiella pneumoniae

Batonnets non mobiles a Gram négatif, généralement capsulés, fermentent une variété
de sucres avec production de gaz, trouvés dans le sol et I'eau, également dans les voies

intestinales et respiratoires de I'nomme (Vollum et al., 1970).
e Proteus mirabilis (BLSE+)

Batonnets mobiles a Gram négatif, fermentent divers sucres (mais pas le lactose) avec
production de gaz, décomposent trés rapidement I'urée en ammoniac. Habitant normal de
I'intestin de I'homme et des animaux, peut étre associé a des infections chroniques (Vollum et
al., 1970).

e Acinetobacter baumannii (BLSE+)

Diplobacilles a Gram négatif, souvent polymorphes avec des formes allongées
filamenteuses, bactérie ubiquitaire se trouve principalement dans le sol et l'eau (douée,
marine), les eaux d’égout, isolée parfois dans le lait et les produits laitiers, dans les aliments.
Elle est trés fréguemment isolée chez I'homme : peau, salive, urine, conjonctive. Elle figure

parmi les bactéries de la flore résidente normale du revétement cutané (Avril et al., 1992).
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Tableau 3. Les caracteres morphologiques et biochimiques des bactéries testées (Avril et al.,

1992 ; Grosjean et al., 2011).

Les bactéries Gram Morphologie Catalase | Oxydase | Mobilité
Staer/_Il%:gcgg;;; reus + Coques en amas + - -
e | | e SEEE
Pseudomonas
aeruginosa - Bacilles fins + + +
ATCC 27853
Enterococcus faecalis + Coques i i i
ATCC 29212
S. aureus résistante a la
méthicilline (SARM) + Coques + - -
ATCC 43300
Bacillus cereus + Bacilles + + +
Micrococcus sp + Coques + + -
Streptococ_cus + Diplocoques lancéolés - - -
pneumoniae
Bacilles de formes
Corynebacterium + irrégulieres a I’extrémité 4 i i
striatum renflée, en paquets ou en
palissades
Listeria monocytogenes + Petits bacille réguliers + - +
Serratia marcescens - Bacilles + - +
Klebsiella pneumoniae - Bacilles + - +
megiéﬂégbms i Bacilles N ) +
Acinetobacter baumannii i Bacilles coccobacilles N ) )
(BLSE+)
Klebsiella pneumoniae
(BLSE+) - Bacilles + - +
Pseudomonas
aeruginosa (BLSE+) - Bacilles + + +

3.2. Méthodes

3.2.1. Technique d'extraction de venin

Les auteurs n'ont pas extrait le venin, mais l'ont obtenu de I'Institut Pasteur d’Alger,

mais généralement I’extraction se fait par la technique de stimulation électrique, comme ce

gue nous avons fait :
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3.2.1.1. Extraction par stimulation électrique

On procéde avec une stimulation électrique qui pousse I’animale a sécréter son venin.
Cela ne permet d'obtenir a chaque fois qu'un peu moins de 0,5 mg de liquide en moyenne, ou
le scorpion est placé sur deux plaques d’aluminium mouillées, un courant électrique de 12
volts est ensuite passé. Le venin est récupéré dans des tubes Eppendorf qui ont été pesé avant

et apres la recupération de venin (fig. 5).

3.2.1.2. Purification et stérilisation
Selon les auteurs le venin a été dissous dans de I'eau bidistillée stérile et centrifugé a
1000 g pendant 10 min ; le surnageant a été filtré a travers des membranes stérilisantes (0,45

mm), puis conservé a -20 °C jusqu'a I’utilisation.

3.2.1.3. Dosage des protéines

Selon les auteurs, la teneur en protéines du venin a été déterminée selon la méthode de
Bradford (Bradford, 1976) ; cette méthode colorimétrique implique la fixation du colorant
bleu brillant G-250 de Coomassie avec des protéines. Ce dernier, couplé aux protéines,
absorbe au maximum a 595 nm. Les concentrations protéiques sont directement

proportionnelles a l'intensité de I'absorbance du réactif de Bradford, elles sont déterminées a

partir d’un courbe étalon préalablement établie a I'aide de I'albumine de sérum bovin (ASB).

Figure 5. Sur la gauche, le processus d’extraction du venin de scorpion ; Sur la droite I’appareil de
stimulation électrique.

3.2.3. Tests d’activité antimicrobienne du venin d’Androctonus australis hector
Il est existé plusieurs techniques et méthodes, la méthode utilisée par les auteurs est la
diffusion sur agar.

18



Chapitre 3 Matériel et méthode

3.2.3.1. Méthode de diffusion sur agar
L’activité antibactérienne de venin a été évaluée par la méthode de diffusion sur gélose

décrite par Bauer et al. (1966), elle passe par les étapes suivantes :
a. Préparation de I’inoculum

Afin d'évaluer I'activité antibactérienne de venin, les repiquages ont été effectués pour

chaque souche bactérienne en milieu solide. L’incubation a lieu a 37 °C pendant 24 h.

La revivification des différentes especes bactériennes est faite dans bouillon nutritif puis
incubé a 37 °C pendant 24heures. Apres incubation, les cultures sont ensemencées dans des
boites Pétrie contenant de la gélose nutritive et 1’incubation se fait pendant 24 h a une

température de 37 °C.

L’inoculum est préparé a partir des souches bactériennes de 18 heures. Des colonies de
les bactéries a étudier ont été prélevées avec la pipette Pasteur et ont été introduites dans un
tube contenant 10 ml d’eau physiologique en formant une suspension et la densité de cette
suspension est ajustée a 0.5 Mc Ferland ce qui correspond & une charge bactérienne de 1 a
2.108 Unité formant Colonie (UFC).

b. Ensemencement et application des disques

La surface est ensemencée par I’inoculum dilué a raison de 5. 10° UFC/ml, des disques
stériles imbibés par une solution du venin d’Androctonus australis hector a 150 pg/ml sont
déposés et les disques d’antibiotiques sont utilisés comme des témoins positifs et les disques
d’eau distillée sont utilisés comme des témoins négatifs. Les disques sont déposés sur la
gélose a I’aide d’une pince flambée, en appuyant doucement sur chaque disque pour assurer

un contact uniforme avec le milieu.
c. Incubation et lecture

L’incubation s’est faite a 1’étuve a 37 °C pendant 24 heures, la lecture s’effectue en

mesurant le diametre de la zone d’inhibition au tour du disque.

3.2.3.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice

La Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) d’une molécule est définie comme la plus
faible concentration du composé étudié pour laquelle le microorganisme testé ne montre
aucune croissance visible aprées incubation. La détermination de la CMI est réalisée par la
méthode de microdilution en milieu liquide (NCCLS, 2010).
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Une plagque de culture cellulaire de microtitrage de 96 puits a été utilisée pour la

croissance bactérienne dans un milieu de bouillon Muller—Hinton.

Chaque puits contenant 150 mL d'inoculum bactérien (10> UFC / mL en phase
exponentielle) a été exposé a différentes concentrations de venin d'’Androctonus australis
hector (25, 50, 75, 100, 125, 150, et 200 pg/mL).

Les microplaques sont incubées a 37 °C pendant 24 heures, les CMI sont déterminées
visuellement (absence de turbidité dans les puits) et la croissance est estimée par mesure de la
densité optique a 600 nm (DO600 nm) a partir de 2 essaies indépendants (Zerouti et al.,
2019).

3.2.3.3. Etude de I’effet du venin sur Bacillus cereus par microscopie électronique

Afin de visualiser tout changement morphologique qui a eu lieu dans les cellules
bactériennes suite a leur exposition au venin ; Zreouti et al. (2019) incubée des cellules de
Bacillus cereus en phase exponentielle (10° UFC / mL) dans du milieu bouillon Muller—

Hinton en présence ou en I'absence de venin d’Androctonus australis hector.

Aprés une incubation de 10 h, les cellules ont été récoltées par centrifugation a 500 g
pendant 8 min, puis lavées trois fois avec du phosphate tamponné-salin 0,1 M (PBS, pH 7,2).
Les pastilles ont été déposées sur une poutre carbonée et colorées négativement avec 2 %

(p/v) d'acétate d'uranyle.
La technique de coloration négative appliquée, elle comprend les étapes suivantes :
a. Préparation des grilles supports

Cette étape consiste a recouvrir les grilles par un film de collodion qui assure une bonne

stabilité de I’échantillon et un bon étalement du colorant.
b. Préparation de I’échantillon

Une suspension microbienne est mise en culture en présence de venin a la CMI de la
Bacillus cereus, un paralléle d’un témoin de croissance. Apres incubation a 35 £+ 2 °C pendant
10 heures, la suspension est centrifugée a 500 g pendant 8 minutes et le culot contenant les

bactéries est récupéré puis resuspendus dans un tampon phosphate (pH 7.4, 0.1M).
c. Préparation de contrastant

Acétate d’uranyle a 0.2% prépare dans de 1’cau désionisée et filtrée.
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Coloration et observation : Une microgoutte de la suspension a étudier est déposée sur
une grille pendant 1 minute ; puis la grille est immergée dans une goutte de contrastant durant

30 secondes suivi d’un lavage et un passage de 30 secondes dans une goutte d’cau désionisée.

Les grilles sont ensuite laissées a 1’air pendant une nuit avant I'examen microscopique
qu’été effectué a l'aide d'un microscope a transmission ZEISS EM 900 (Zeiss Inc., Jena,
Allemagne).
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Chapitre 4 Résultats et Discussion

4.1. Résultats

4.1.1. Activité antibactérienne du venin

Lors d’un examen préliminaire des effets antimicrobiens du venin d’Androctonus
australis hector, les auteurs ont testé et mesuré la zone d'inhibition & une concentration de 150
tg / ml en utilisant des souches de bactéries standard, des isolats de souches cliniques et des

agents pathogenes résistant aux antibiotiques (Fig. 6).
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Figure 6. Activité antibactérienne du venin d’Androctonus australis hector vis-a-vis les
souches bactériennes testées par la méthode de diffusion en milieu solide.

4.1.2. Concentration minimale bactéricide (CMI)

Une fois que les bactéries sensibles ont été déterminées par les auteurs, ils ont testé la
CMI de ces souches par la méthode de microdilution en bouillon. Les données ont montré que
le venin exerce une activité plus puissante contre Bacillus cereus avec une valeur de CMI de
75 ug / mL. Staphylococcus aureus et Micrococcus sp ont été inhibés a une CMI de 125 ug /
mL, tandis que E. coli ATCC 25922 a été inhibé a une concentration plus élevée de 150 pg /
mL (fig. 7).
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Figure 7. Activité antimicrobienne du venin (concentrations CMI) d’Androctonus australis
hector.

4.1.2.1. Souche Bacillus cereus
La zone d’inhibition mesurée, pour la souche Bacillus cereus sont 14 + 1,4 mm donc la

bactérie sensible au venin de scorpion.

Ces résultats sont cohérents avec ceux de Gao et al. (2018) qui ont trouvé que Meucin-
49 (peptide de venin du scorpion Mesobuthus eupeus) exerce des activités bactéricides a large
spectre et trés puissantes contre une variété de bactéries a Gram positif, telles que B. cereus,
B. megaterium, B. subtilis, M. luteus, S. aureus, S. epidermidis, S. warneri, S. griseus,
S. scabiei, S. mutans, S. salivarius et S. sanguinis, avec des concentrations létales (CL) < 10
uM.

En revanche, Dans des études précédentes avec 1'utilisation deux concentrations (20 et
10 mg / ml) de venin d’A. australis, il a été trouvé, B. cereus est une souche bactérienne

résistante (Salama et Geasa, 2014).

4.1.2.2. Souche Escherichia coli ATCC 25922
La souche standard d'Escherichia coli ATCC 25922 & cette concentration (150 pg / mL)
était la seule bactérie Gram négative sensible au venin (zones inhibitrices de diametre 7 + 2,8

mm) avec une valeur de CML.

Torres-Larios et al. (2000) ont rapporté que les peptides antimicrobiens présents dans le
venin d'Hadrurus aztecus présentaient une activité antimicrobienne plus forte d'E. coli que
Salmonella sp. D'autre part, Du et al. (2014) et Conde et al. (2000) n'ont observé aucune zone

d'inhibition claire contre E. coli et S. aureus.
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L’étude de Alajmi et al. (2019) ont évalué I'activité antimicrobienne de deux venins de
scorpion contre quatre especes bactériennes (E. coli, Salmonella sp, S. aureus et
Paenibacillus larvae). Ont montré que le méme résultat a été observé avec toutes les souches
bactériennes ou le venin de Leiurus quinquestriatus a été trouve significativement plus
puissant que le venin d'A. crassicauda. De plus, il n'y avait pas de différence significative
entre les souches bactériennes dans chaque traitement en ce qui concerne la croissance des

bactéries.

En revanche, dans autre étude le venin brut de L. quinquestriatus a inhibé la croissance
et survie des Multidrug Resistant Bacteria (MDR) E. coli (55,2%), A. baumannii (et 50,6%,),
K. pneumoniae (35,1%), P. aeruginosa (31,3%) (Al-Asmari et al., 2017). Ce qui est cohérent
avec les résultats de Zerouti et al. (2019) qui a découvert que le venin d'A. australis hector

avait un effet antibactérien sur E. coli.

4.1.2.3. Souche Staphylococcus aureus ATCC 25923
La zone d’inhibition mesurée, pour la souche Staphylococcus aureus ATCC 25923 sont
8+0.6mm donc la bactérie sensible au venin de scorpion. La souche inhibée a une

concentration de 125 pg/ml.

L'effet de venin de Centruroides tecomanus a montré une activité antimicrobienne

contre S.aureus (Valdez Velazquéz et al., 2016).

Guo et al. (2013) ont rapporté que le venin des espéces de scorpions Tityus serrulatus
avait un effet inhibiteur contre S. aureus, et ont également montré que le venin de

Pandinus imperator a une activité antimicrobienne contre E. coli et S. aureus.

Ces résultats sont en comparaison avec les résultats de San et al. (2010) Ils ont obtenu

des résultats similaires avec l'activité antimicrobienne des venins de serpents.

4.1.2.4. Souche Micrococcus sp

La zone d’inhibition mesurée, pour la souche Micrococcus sp est 10,5 + 0,7 mm ; donc
on peut dire que cette bactérie elle est sensibles au venin d’Androctonus australis avec une
valeur de CMI. La sensibilité de Micrococcus vis-a-vis de venin de scorpion a été rapportée

dans plusieurs travaux.

Le venin de scorpion Opistophthalmus glabrifrons a des activités antimicrobiennes
beaucoup plus élevées contre les bactéries Gram-positives que les bactéries Gram-négatives,
car il inhibe puissamment la croissance des bactéries Gram-positives telles que

Micrococcus luteus avec la valeur CMI de 4 a 10 uM (Bao et al., 2015). Le venin de scorpion
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Buthus martensii inhibe la croissance de Micrococcus luteus, il donne un diamétre

d’inhibition de 8 mm a une dose de 10 mg/ml (Gao et al., 2007).

Wu et al. (2013) ont decouvert que Heterin-1 (peptide du venin du scorpion
Heterometrus spinifer) est capable d'inhiber puissamment la croissance de Micrococcus luteus
avec des CMI de 4,0 M.

4.1.2.5. Les souches bactériennes résistantes
Comme le montre I'histogramme (fig. 6), Zerouti et al. (2019) ont trouvé que chacune

des souches bactériennes suivantes était résistante au venin de scorpion :

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Enterococcus faecalis ATCC 29212, S. aureus
résistant a la méthicilline (SARM) ATCC 43300, Streptococcus pneumoniae,
corynebacterium striatum, Listeria monocytogenes, Serratia marcescens,
Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis (BLSE+), Acinetobacter baumannii (BLSE+),
Klebsiella pneumoniae (BLSE+) et Pseudomonas aeruginosa (BLSE+).

Dans une étude similaire, Moerman et al. (2002) ont également découvert que
I’parabutoporine (peptide du venin d'Opistophtalmus carinatus) inhibe la croissance de toutes
les bactéries Gram-négatives testées, a I'exception de S. marcescens, a une concentration de
CMI supérieure a 6,5 uM (32,7 pug/mL). Aussi les résultats obtenus par Luna-ramirez et al.
(2017) ont montré que la plupart des AMP n'ont montré aucun effet contre P. aeruginosa,

méme a la plus forte concentration testée (250 uM).

Contrairement aux résultats négatifs obtenus par Zerouti et al. (2019) ; Almayath et al.
(2014a) ont découvert que l'analogue peptidique antimicrobien modifié AamAP1-Lysine a
montré de puissantes activités antimicrobiennes contre toutes les souches bactériennes
étudiées, S. epidermidis, S. aureus (29213), S. aureus (43300), S. aureus (33591), E. faecalis,
P. aeruginosa et K. pneumoniae étant les plus sensibles avec une valeur CMI de 5 uM. Dans
une autre étude, Almayath et al., (2014b) ont découvert que la Mauriporine a montré une
puissante activité antimicrobienne contre toutes les souches bactériennes étudiées, y compris

P. aeruginosa (ATCC 27853) et K. pneumonia avec une valeur de CMI de 5 pM.

Les résultats négatifs enregistrés envers les autres bactéries peuvent étre probablement
di soit a la résistance naturelle de ces derniéres aux biomolécules du venin, ou probablement

a la concentration du venin utilisée (Yeaman et Yount, 2003).
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Al-Asmari et al. (2017) ont rapporté que les venins d'A. crassicauda et d'A. bicolor
n‘ont pas montré d'effets antibactériens ou antifongiques notables, ainsi deux venins peuvent

ne pas avoir les protéines et enzymes efficaces responsables de I'activité antimicrobienne.

Le venin de scorpion étant un cocktail de substances protéiques (enzymes et peptides) et
non protéiques (sels inorganiques, lipides, nucléotides, acides aminés libres et eau) produits
par la glande a venin pour la défense et la capture des proies, ces composés peuvent interagir
avec des molécules spécifiques de certains microbes mais n‘affecte pas les autres especes
(Rodriguez et al., 2005).

4.1.3. Effet du venin d'Aah sur la morphologie de Bacillus cereus
Afin de déterminer si le venin d'Androctonus australis hector en dommage les cellules
bactériennes, des observations au MET ont été effectuées sur les cellules de Bacillus cereus

traitées.

L’observation micrographique électronique ont montré des altérations de surface, la
destruction de la paroi cellulaire et de la membrane aprés 10 h de contact avec le venin
d'Androctonus australis hector par rapport aux cellules non traitées qui préservent une paroi

intacte et une membrane bien définie (Figure 8).

]
»

.'y“

Figure 8. Mlcroscople electronlque a transmission de Bacillus cereus colorées négativement
traitées ou non traités avec du venin d’Androctonus australis hector. (A) Controle négatif ;
Bacillus cereus non traitée. (B) Bacillus cereus incubée avec du venin a une concentration de
150 mg / mL pendant 10 h (Zerouti et al., 2019).
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Cette analyse microscopique a montré que le venin d'Androctonus australis hector
exerce son activité antibactérienne par rupture de la membrane, ce qui peut entrainer la mort

cellulaire.

Le méme effet a été observé avec d'autres PAM isolées du venin ou identifiées dans le
transcriptome des glandes a venin. Les bactéries Staphylococcus aureus traitées avec de la
mucroporine (Dai et al. 2008), de I'imcroporine (Zhao et al. 2009), et de la ctriporine (Fan et
al. 2011).

Dans une étude similaire mais sur la bactérie Staphylococcus aureus, Liu et al. (2018)
ont également constaté que les cellules non traitées de S. aureus étaient des cellules rondes
proliférantes avec une paroi cellulaire intacte et une membrane bien définie, apres traitement
avec soit la marcin-18, la meucin-18, ou la mégicine-18 pendant 30 min, une rupture de
I'enveloppe cellulaire a été observée, ainsi que l'apparition d'un cytoplasme granulé, ces
changements morphologiques fournissant des preuves de la perturbation induite par les
peptides de la membrane plasmique bactérienne.

Gao et al. (2018) ont montré que le peptide Meucin-49 de scorpion
Mesobuthus eupeusa entrainait des dommages visibles dans la structure de surface
bactérienne de S. aureus SARP P1383 et une lyse cellulaire en débris chez
S. enterica ATCC14028. Uawonggul et al. (2014) ont découvert que les bactéries traitées

avec du venin brut ou du HS-1 replié ont présenté des bulles dans la membrane cellulaire.

Les expériences et les modéles suggerent que méme un degré relativement faible de
perméabilisation de la membrane bactérienne par la protégrine peut provoquer
une fuite de potassium rapide et une décomposition du potentiel transmembranaire
(Bolintineanu et al., 2010).

Le mécanisme d’action des PAM reste moins étudié surtout pour les PAM isolés a partir
du venin de scorpion. La majorité des études rapportent que la membrane est le site principal
de leur action ce qui corrobore bien avec nos resultats. En présence de la plupart des peptides,
la mort rapide des bacteries est attribuée a la modification de la permeabilité de la membrane,
a la perte en ions et métabolites et a 1’arrét des fonctions essentielles des microorganismes

comme la respiration (Yeaman et Yount, 2003).
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4.2. Discussion générale

Au cours des deux dernieres décennies, de nombreuses études se sont concentrées sur
I'activité antimicrobienne des venins d'animaux et de leurs PAM, qui peuvent offrir une
alternative prometteuse pour le développement de nouveaux agents antibiotiques en raison de
leur large spectre, de leur action rapide et du faible risque d'induire une résistance des micro-
organismes (Zasloff, 2016).

Cependant, certaines études ont examiné I'effet antimicrobien du venin de scorpion sur
différentes souches bactériennes. Ont été testés sur les bactéries Gram-positives (B. cereus et
B. subtillis), Bactéries a Gram négatif (Citrobacter freundi et K. pneumoniae). Toutes les
concentrations de venin d'A. amoreuxi et d'A. australis n‘ont aucun effet sur toutes les especes
de bactéries. Alors que le venin de L. quingestriatus a inhibé deux souches bactériennes ;
B. subtillis et C. freundi (Salama et Geasa, 2014). L'activité antimicrobienne du venin est

comparable aux études Erdes et al. (2014) sur L. abdullah bayrami.

L'apparition de la résistance bactérienne a récemment augmenté et est considérée
comme un probleme de santé mondial. De nombreuses souches de bactéries Gram-positives et

Gram-négatives ont développé une résistance aux antibiotiques évidente (Hsueh et al., 2005).

Les PAM sont utilisées dans la défense de I'n6te de tous les organismes vivants a la fois
unicellulaires et multicellulaires. Dans le phylum des arthropodes, ils constituent des
effecteurs cruciaux et conservés dans le systeme immunitaire inné de différentes especes
venimeuses d'insectes et d'arachnides, parmi lesquelles les scorpions. Chez ces derniers, I'effet
antimicrobien de plusieurs venins a été testé in vitro et in vivo contre divers microorganismes
(Fratini et al., 2017 ; Samy et al., 2017).

Ici, le venin d'Androctonus australis hector a montré une activité antibactérienne contre
les bactéries Gram-positives et Gram-négatives, tandis que toutes les souches résistantes aux
antibiotiques étaient insensibles. Ceci est probablement peut étre justifié par la faible
concentration utilisée dans le test de dépistage. En fait, les venins bruts de Leiurus abdullah
bayrami et Leiurus quinquestriatus ont montré une activité antimicrobienne a large spectre a
des concentrations relativement élevées (5 a 20 mg / mL) (Erdes et al., 2014 ; Al-Asmari et
al., 2017).

En plus de I'activité antibactérienne, le venin du scorpion Tityus discrepans a présenté

une activite leishmanicide principalement associée aux composants de masse moléculaire le
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plus faible contenu dans ses deux dernieres fractions chromatographiques Tdll et Tdlll
(Borges et al., 2006).

Semblable a ces études, les résultats de Zerouti et al. révelent que le venin
d'Androctonus australis hector et ses deux dernieres fractions FIII et FIV ont un pouvoir

inhibiteur sur les bactéries Gram-positives et Gram négatives.

Tandis que Gao et al. (2007) ont découvert que l'activité antibactérienne du venin de
B. martensii était détectée uniquement contre les bactéries Gram-positives mais pas contre les

bactéries Gram-négatives dans les conditions qu'ils ont testées.

Hancock et Rozek (2002) pense que c'est parce que les bactéries Gram-négatives
different des bactéries Gram-positives en ayant une couche de peptidoglycane de paroi
cellulaire plus petite, mais possédant une membrane externe en plus de la membrane
cytoplasmique commune. Cette structure rend les bactéries a Gram négatif plus difficiles a

cibler et plus résistantes intrinsequement a la plupart des antibiotiques.

Alors que Salama et Geasa (2014) dit que le venin se compose de nombreuses
substances différentes comme les protéines et les enzymes qui sont responsables de ses
activités biologiques, par conseéquent, ces composés peuvent interagir avec des molécules
specifiques de certaines bactéries sans affecter d'autres souches. Il est donc probable que le
venin de A. amoreuxi et A. australis peut manquer de protéines efficaces responsables de son
activité antimicrobienne pour toutes les souches ; tandis que le venin de L. quinquestriatus
peut avoir des protéines efficaces qui affectent certaines souches microbiennes (B. subtillis et
C. freundi).
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Conclusion

Le venin du scorpion contient un grand nombre de peptides divers ayant des activités
biologiques différentes, y compris des neurotoxines, dont beaucoup ont été utilisées comme
agents pour des études neurobiologiques et comme molécules principales dans le

développement de nouveaux insecticides et produits pharmaceutiques.

De nombreuses études récentes ont montré les avantages du venin de scorpion, car ses
composants peuvent étre utilisés comme candidats potentiels pour développement de
médicaments, en particulier en tant que composés antimicrobiens contre des souches

bactériennes a Gram négatif ou a Gram positif.

Les peptides antimicrobiens capables de tuer efficacement les agents pathogenes
multirésistants. Cette étude a été menée pour évaluer I’efficacité de l'activité antibactérienne
du venin d’Androctonus australis hector. Les résultats ont montré que I'effet le plus efficace
était observé sur Bacillus cereus. L’ordre de sensibilité des bactéries aux venins de
d'Androctonus australis hector était : Bacillus cereus > Micrococcus sp et. Staphylococcus
aureus 25923 > Escherichia coli 25922. Et d’une facon générale, les résultats indiquent que le
venin d’Androctonus australis hector a des effets antibactériens significatifs contre les

bactéries Gram positif et Gram négatif.

L’observation des bactéries traitées par le venin, en utilisant la microscopie électronique
a transmission, montre les modifications et des altérations morphologiques sur les cellules
bactériennes. Cela indique que les composants antibactériens du venin interféerent avec la

membrane et induisent une altération mortelle des cellules.

Ces résultats offrent des indices préliminaires vers le développement de nouveaux
médicaments et agents antibactériens a fort potentiel thérapeutique pour une utilisation chez

les animaux et les humains.

Les effets du venin de scorpion nécessitent plus d'études pour déterminer leurs effets
secondaires, leurs composés actifs et des méthodes peu codteuses et faciles collectant un plus

grand rendement du venin.
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Résumé
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Le venin de scorpion est une riche source de peptides bioactifs a la valeur clinique prometteuse qui pourrait
conduire & la découverte et au développement de nouveaux méedicaments.

Le but de cette étude est de rechercher toute activité antibactérienne dans tout le venin du scorpion Androctonus
australis hector peut contenir. Pour cette raison, nous lisons l'article de Zerouti et al. Et analysé ses résultats en les
comparant a plusieurs autres études menées sur le venin de scorpion.

Les résultats obtenus montrent que le venin a une activité antibactérienne inhibitrice et fatale sur de quelques
souches bactriennes. L'utilisation de méthodes biochimiques et de la microscopie électronique a révélé que le venin
provoquait des changements majeurs au niveau de la paroi cellulaire et de la membrane des cellules bactériennes
sensibles. Tous ces résultats obtenus encouragent la poursuite des recherches qui pourraient permettre d'exploiter
cet effet dans de multiples domaines biotechnologiques.

Mots clés : venin de Androctonus australis hector, activité antibactérienne, peptides bioactifs.

Abstract

Scorpion venom is a rich source of bioactive peptides with promising clinical value that may lead to the discovery
and development of new drugs.

The purpose of this study is to search for any antibacterial activity in the whole venom of scorpion Androctonus
australis hector may contain. For this reason, we read the article of Zerouti et al. And analyzed its results by
comparing them with several other studies conducted on scorpion venom.

The results obtained show that the venom has inhibitory and fatal antibacterial activity on some bacterial strains.
The use of biochemical methods and electron microscopy revealed that the venom caused major changes in the
level of the sensitive bacterial cells wall and membrane. All these results obtained encourage further research that
may be able to exploit this effect in multiple biotechnological fields.
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