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1. INTRODUCTION

Le cancer est une des principales causes de mortalité 25,26 dans

le monde et, même si les traitements curatifs se développent, les échecs et

les récidives sont encore nombreux. La prévention constitue donc plus que

jamais un axe de recherche important. Ainsi, des études épidémiologiques l,

2, 3, 4, 27 ont montré que le risque de développer un cancer, en particulier du

côlon et de la prostate, est inversement corrélé à la consommation de fruits

et de légumes. Ceux-ci contiennent en effet des composés, identifiés ou

non, qui pourraient diminuer les processus de cancérogenèse. Parmi les

végétaux contenant ce type de composés, les représentants de la famille des

crucifères ont été particulièrement étudiés 5, 7, 10, Il, 16, 21, 24. Ceux-ci

renferment, en effet, en grande quantité, des composés soufrés: les

glucosinolates qui peuvent être transformés en isothiocyanates après

hydrolyse enzymatique."

Les isothiocyanates ont fait l'objet de nombreuses évaluations qui

ont permis de mettre en évidence, entre autres, leurs propriétés

anticarcinogènes ainsi que leur activité antibactérienne. A ce propos, Fahey

et coll 6 ont récemment montré que l'un de ces isothiocyanates, le

sulforaphane, protégeait contre la cancérogenèse gastrique induite par le

benzo[a]pyrène chez la souris et était de surcroît bactériostatique et

bactéricide vis-à-vis de Helicobacter pylori, bactérie impliquée dans les

processus d'ulcérogenèse et de cancérogenèse gastriques. Le sulforaphane

offrirait donc un effet doublement protecteur: non seulement en inhibant

les processus de carcinogenèse mais aussi en contribuant à l'éradication de

H pylori.

Les données concernant les propriétés antibactériennes des

isothiocyanates sont limitées et incomplètes ceci nous a donc amené à nous
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interroger sur les propriétés antibactériennes du sulforaphane et d'autres

isothiocyanates vis-à-vis des bactéries commensales et/ou pathogènes de

l'homme.

Dans cette étude nous avons tout d'abord effectué un travail de

criblage qui a permis de déterminer quelles espèces bactériennes étaient

préférentiellement inhibées par le sulforaphane. Nous avons ensuite évalué

l'activité in vitro d'autres isothiocyanates sur les espèces bactériennes pour

lesquelles les concentrations minimales inhibitrices (CM!) du sulforaphane

étaient les plus basses (bactéries appartenant au genre Campylobacterï.

Enfin, nous avons déterminé les CM! de l'érythromycine et de la

ciprofloxacine vis-à-vis des souches de Campylobacter spp. et avons

comparé l'efficacité de ces deux antibiotiques habituellement préconisés

pour le traitement des entérites à Campylobacter spp., à celle du

sulforaphane.
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Il. LES ISOTHIOCYANA TES

Depuis l'antiquité, le goût piquant et l'odeur caractéristique de la

moutarde, du radis ou du wasabi (moutarde verte japonaise) sont bien

connus, mais ce n'est que depuis les années 40 que ces caractères ont pu

être attribués à des composés soufrés nommés isothiocyanates. Depuis,

leurs structures et leurs différentes propriétés ont largement été étudiées.

Il.1. Origine

Les isothiocyanates sont présents à l'état de précurseurs, les

glucosinolates, dans une soixantaine de familles de plantes dicotylédones

angiospermes. A ce jour, au moins 120 glucosinolates différents ont été

identifiés et des travaux ont montré la présence en quantité abondante de

ces composés en particulier dans les plantes de la famille des Brassicaceae

(Crucifères) par exemple les choux, Brassica spp., et les radis, Raphanus

spp.. Bon nombre de ces plantes sont comestibles et entrent dans notre

régime alimentaire ce qui explique que nous absorbions quotidiennement

des isothiocyanates 9. L'apport en glucosinolates, en particulier après

consommation de Brassicaceae, est estimé à environ 300 mg/j soit 660

umol 7. Généralement, une même espèce végétale contient un nombre

limité de glucosinolates (moins d'une douzaine) et la répartition de ceux-ci

varie selon les différents organes des végétaux: racines, feuilles, tige ou

graines. Le contenu en glucosinolates peut représenter jusqu'à 10 % du

poids sec de certains tissus de Brassicaceae 9.

Dans le tableau n01 sont présentés quelques végétaux de consommation

courante contenant des quantités importantes de glucosinolates.
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Tableau nOI : Végétaux de consommation courante contenant des quantités importantes

de glucosinolates.

Nom vernaculaire Nom scientifique

Brocoli Brassica oleracea var italica

Chou de Bruxelles Brassica capitata polycephalos

Chou Brassica oleracea

Cresson Nasturtium officinale

Colza Brassica napus ssp napus

Radis Raphanus sativus

Tableau n02 : Les isothiocyanates et leurs précurseurs respectifs étudiés dans notre

travail.

Glucosinolate Isothiocyanate Origine

G1ucoraphanine Sulforaphane Brassica oleracea var italica

Glucoerysoline Erysoline Cardaria draba

Glucocheiroline Cheiroline Armoracia lapathifolia

Glucoberteroine Berteroine Alyssum sp

G1ucohirsutine ITCSmso Nasturtium officinale

4RB glucosinolate 4RBITC Moringa oleifera

Les glucosinolates sont des ~-thioglucoside N-hydroxysulfates

hydrosolubles présents en quantité importante dans les plantes à l'état frais

tandis que leurs dérivés, les isothiocyanates, sont présents en quantité

négligeable dans les végétaux intacts. Au sein de la plante, les

glucosinolates sont systématiquement associés à une glycoprotéine ayant

une activité enzymatique de type ~-thioglucosidase, la myrosinase. Cette

myrosinase, normalement physiquement séparée des glucosinolates au sein

de la plante, est libérée lorsque la plante est cuisinée, mâchée ou triturée 9.
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Figure n01 : Action de la myrosinase sur les glucosinolates"

La myrosinase catalyse l' hydrolyse du glucose greffé sur l'atome de

soufre latéral du glucosinolate. Le radical formé est instable et subit un

réarrangement avec libération d'hydrogénosulfate (HS04-) puis formation

d'un isothiocyanate, d'un thiocyanate ou d'un nitrile.

o
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Figure n02 : Action de la myrosinase : exemple de la glucoraphanine et du sulforaphane

La myrosmase est inactivée par la chaleur lors de la CUIsson des

plantes. La conversion des glucosinolates en isothiocyanates est assurée,

après cuisson, par l'activité myrosinase de certaines bactéries de la flore

intestinale mais l'activité catalytique de cette dernière est très inférieure à

celle de la myrosinase issue de la plante". Ainsi, une proportion importante
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des glucosinolates alimentaires n'est pas convertie en isothiocyanates et

n'est donc pas absorbée 8.

Par ailleurs le contenu en glucosinolates est extrêmement variable: il

existe des différences tant qualitatives que quantitatives de composition en

fonction de :

• la maturité de la plante: par exemple, les jeunes pousses de brocoli

contiennent de 70 à 100 mmol de glucosinolates par gramme de

plante fraîche (soit 10% du poids sec) avec moins de 1% d'indole­

glucosinolate et seulement des glucosinolates à chaînes aliphatiques

(glucoraphanine, glucoérucine et glucoibérine)!'. A l'opposé les

brocolis matures contiennent de 1 à 4 mmol de glucosinolates (soit

20 à 50 fois moins que dans les pousses 10) par gramme de plante

fraîche dont 50% dindole-glucosinolate Il. Ceci est représenté sur la

figure n03.

• la localisation au sem de la plante: suivant les végétaux, les

glucosinolates sont préférentiellement concentrés dans les racines,

les feuilles, la tige ou les graines 9.
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Figure n03 : Comparaison du contenu en isothiocyanates de jeunes pousses de brocolis
de 2 jours et de brocolis matures Il,
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Il.2. Pharmacocinétique

Après consommation, les isothiocyanates sont absorbés rapidement:

ainsi, après l'ingestion de 200 umol d'isothiocyanates, contenant 80% de

sulforaphane, issus de brocolis, les pics sériques, plasmatiques et

érythrocytaires sont atteints en une heure et les concentrations oscillent

entre 0,943 et 2,27 umol/L, Ces produits diffusent bien dans les tissus

(volume apparent de distribution = 59,9 ± 7,0 L). Les isothiocyanates sont

rapidement métaboIisés au niveau de la voie des acides mercapturiques.

Les dithiocarbamates formés par conjugaison des isothiocyanates au

glutathion réduit (GSH) sont conjugués ensuite à la cystéinylglycine, à la

cystéine puis à la N-acétylcystéine et sont éliminés par voie rénale. La

demi-vie des isothiocyanates est courte, de l'ordre de 1,77 ± 0,13 h avec

une cinétique d'élimination d'ordre 1 et une clairance rénale de 369 ± 53

mL/min soit environ le double du débit de filtration glomérulaire calculé,

ce qui indique qu'il existe une sécrétion active au niveau du tubule rénal

10,12. Le dosage des acides mercapturiques urinaires permet d'estimer

qu'environ 80 % des isothiocyanates ingérés sont effectivement absorbés

au niveau intestinal.
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Figure n04 : Voie métabolique des acides mercapturiques 10,
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11.3. Pharmacologie

1/.3. 1. Effet anticarcinogène

11.3.1.1. Généralités

Des études épidémiologiques ont montré que le risque de développer

un cancer est inversement corrélé à la consommation de fruits et de

légumes et notamment de ceux contenant des isothiocyanates tels que les

crucifères 1,2,3,45,7,10, Il, 16,21,24. Ces études ont également montré que les

isothiocyanates avaient un effet protecteur vis-à-vis de différents cancers,

1 1· , 'l' 227, 75 76 ,22 "1 77 78oca rses en particu rer au poumon ' ,au sem ' ,au rem ,au co on ' ,

à la prostate 17,20, 21, à l'estomac 6 et à la vessie 23, L'un des isothiocyanates

le plus étudié est le sulforaphane, c'est en effet l'un de ceux qui présente le

plus grand potentiel anticarcinogène 13.

Des travaux réalisés sur des modèles animaux in vivo ont ainsi

montré l'effet protecteur du sulforaphane vis-à-vis de carcinogènes tels que

le benzo[a]pyrène, le sulforaphane a en effet entraîné une diminution du

nombre de tumeurs induites par cet agent 79,6. Un grand nombre de travaux

concerne l'effet du sulforaphane sur des lignées de cellules cancéreuses

humaines (cellules HT29 issues de carcinome colique, cellules PC-3 issues

d'adénome prostatique, cellules d'hépatome Hep-2) : cette molécule peut

provoquer l'arrêt de la prolifération et l'apoptose des cellules cancéreuses

in vitro 15,17,20,28,29,31,32,

Le sulforaphane a enfin un effet puissant et prolongé de protection

des cellules pigmentaires de la rétine et des kératinocytes humains vis-à-vis

de différents agents toxiques provoquant un stress oxydatif in vitro 14.
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Il.3.1.2. Mécanisme d'action

L'effet protecteur du sulforaphane fait intervenir différents

mécanismes plus ou moins bien élucidés, le premier d'entre eux consiste en

une induction des enzymes de détoxification de phase II 5,15,16,18, 19,30,3L33,80.

Les carcinogènes présents dans l'alimentation et l'environnement tels que

les hydrocarbures polycycliques aromatiques, les amines hétérocycliques et

les nitrosamines nécessitent une activation métabolique pour provoquer des

dommages à l'ADN. Paradoxalement, certains agents, non carcinogènes

par eux-mêmes, le deviennent après action des enzymes de détoxification

de phase I dont le rôle est de transformer ces produits (par oxydation

notamment) afin qu'ils puissent être pris en charge par les enzymes de

phase II et ainsi être éliminés. Un effet protecteur peut donc être obtenu en

inhibant les enzymes de phase I et/ou en activant les enzymes de phase II

qui permettent l'excrétion et la détoxification accélérée des carcinogènes en

rendant ces molécules plus solubles par conjugaison (conjugaison à l'UDP­

glucuronyl, à un anion sulfate ... ). Parmi les molécules intervenant sur le

métabolisme des xénobiotiques, les inducteurs bifonctionnels tels que les

indoles agissent sur les enzymes de détoxification de phase I (inhibition) et

II (induction). A l'inverse, les inducteurs monofonctionnels tels que les

isothiocyanates activent seulement les enzymes de phase II ce qui permet

d'expliquer, en partie, leurs propriétés anticarcinogènes. Les enzymes de

phase II induites par les isothiocyanates sont principalement la Glutathion

S Transférase (GST), l'UDP Glucuronyl Transférase (UDPGT) et la

NAD(P)H quinone réductase (QR).

Le mécanisme par lequel les isothiocyanates induisent les enzymes de

phase II a été partiellement élucidé. En effet, deux protéines participent à

l'activation de la transcription des gènes de phase II : le facteur nucléaire

E2 p45 (Nrf2) qui est une protéine de la famille des Leu Zipper (fermeture

12



éclair à Leucine) et la protéine Keap 1 qui est une protéine cytoplasmique

liée à l'actine du cytosque1ette. A l'état basal, Keapl est lié à Nrf2 au

niveau cytoplasmique et joue donc le rôle d'un répresseur. En présence

d'un inducteur se fixant sur les groupements thiols de Keap l, Nrf2 est

libéré et migre via un pore nucléaire dans le noyau. Il forme alors un

hétérodimère avec d'autres facteurs de transcription tel que Small Maf qui

se lie alors à l'extrémité 5' des gènes codant les enzymes de phase II et

provoque l'augmentation de la transcription de ces gènes. Ce système

Keapl-Nrf2 est indispensable à la synthèse des enzymes de détoxification

de phase II 34, 35, 36. Fahey et coll. 6 ont mis en évidence la diminution de

l'activité protectrice du sulforaphane vis-à-vis de la formation de tumeurs

gastriques induites par le benzo[a]pyrène chez des souris knock-out pour le

gène codant Nrf2. En effet, ces dernières ont développé un nombre

significativement plus important de tumeurs gastriques après gavage par du

benzo[a]pyrène et du sulforaphane par rapport à des souris témoins

possédant le gène Nrf2.
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Figure nOS: Mécanisme d'action des inducteurs des gènes codant les enzymes de
détoxification de phase II

Le second mécanisme met en jeu l'apoptose des cellules malignes et

prémalignes et l'arrêt du cycle cellulaire. L'apoptose induite par le
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sulforaphane sur des cellules cancéreuses coliques HT29 s'accompagne

d'une surexpression d'une protéine cytosolique : la protéine Bax qui

provoque l'ouverture des pores situés sur la membrane mitochondriale et

donc la libération du contenu mitochondrial, objectivée par le relargage du

cytochrome c. Ce phénomène aboutit à l'activation de la cascade de la

caspase et par voie de conséquence à l' apoptose des cellules cancéreuses.

En outre, le sulforaphane induit le blocage du cycle cellulaire, ce

phénomène pourrait s'expliquer par la surexpression de la protéine Bax qui

induit la kinase dépendante des cyclines (cdk) (les cyclines Blet A étant

essentielles au bon déroulement du cycle cellulaire) en dégradant son

inhibiteur 15,17,28,31,32.

Ainsi, les isothiocyanates interviennent sur plusieurs étapes du

processus de cancérogenèse en induisant les enzymes de détoxification de

phase II, en inhibant la prolifération des cellules malignes par arrêt du cycle

cellulaire et enfin en induisant l'apoptose des cellules malignes et

prémalignes.

1/.3.2. Activité antibactérienne

Il.3.2.1. Généralités

Depuis les années 50, les propriétés antibactériennes des

isothiocyanates ont fait l'objet de nombreux travaux concernant

principalement le domaine de l'industrie alimentaire, dans le but de les

utiliser comme conservateurs d'origine naturelle. Dans ce cadre,

l'isothiocyanate le plus étudié a été l' allylisothiocyanate.

Isshiki et coll. 37 ont montré que le mode de contact entre

l'isothiocyanate et les microorganismes a un impact important sur l'effet

antibactérien obtenu et ont donc préconisé la vaporisation. Celle-ci est
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possible du fait de la volatilité des isothiocyanates mais aussi parce que les

denrées alimentaires se prêtent bien à ce type d'application.

Cependant, la méthodologie utilisée ne permet pas l'utilisation de ces

résultats en bactériologie clinique. Les mêmes auteurs 37 ont également

montré que les bactéries à Gram positif telles que Staphylococcus aureus,

S. epidermidis ou encore Bacillus subtilis sont plus résistantes aux

vaporisations d'allylisothiocyanate que les bactéries à Gram négatif telles

que Pseudomonas aeruginosa ou Escherichia coli. Toutefois, une souche

de Salmonella enterica sérotype Thyphimurium American Type Culture

Collection (ATCC) 14028 (Rockville, Maryland, USA) apparaît aussi

résistante à l'allylisothiocyanate que les bactéries à Gram positif étudiées.

Dans une autre étude, Lin et coll. 38 ont étudié les effets

antibactériens de l'allylisothiocyanate et du méthylisothiocyanate vaporisés

sur des fruits et légumes «inoculés» avec différentes espèces

bactériennes à raison de 104 Unités formant colonie (UFC)/g : Salmonella

enterica sérotype Montevideo, E. coli sérogroupe 0157 : H7 et Listeria

monocytogenes Scott A. Les doses d'isothiocyanates utilisées

correspondaient à la vaporisation de 400 ul. d'allylisothiocyanate ou de

méthylisothiocyanate dans l'atmosphère d'incubation mais la concentration

finale dans l'atmosphère n'était pas connue. Les deux isothiocyanates se

sont montrés bactéricides, le méthylisothiocyanate étant plus efficace sur

Listeria et l'allylisothiocyanate plus efficace sur la souche de Salmonella

spp. et de E. coli.

Enfin, un effet bactéricide sur des souches de E. coli

entérohémorragiques (sérogroupe 0157 : H7) a été obtenu à une dose de

8,4 ppm d'allylisothiocyanate dans l'atmosphère d'incubation

(correspondant à la vaporisation de 8 ul. d'allylisothiocyanate dans cette

atmosphère) 39.
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L'allylisothiocyanate a une action sur les bactéries qu'elles soient en

phase de croissance ou non, ce qui est important dans l'industrie

alimentaire lorsque les aliments sont réfrigérés. Selon Lin et coll. 40,

l'allylisothiocyanate pourrait agir comme la polymyxine B en augmentant

la perméabilité membranaire.

La comparaison de ces différents résultats est toutefois difficile en

raison du faible nombre de souches testées et des différences

méthodologiques.

11.3.2.2. Sulforaphane et H. pylori

Une étude réalisée sur 48 souches de H pylori, en 2002, par Fahey et

coll. 6 a montré que le sulforaphane avait une action bactériostatique et

bactéricide sur cette bactérie. Les CMI déterminées dans cette étude étaient

comprises entre 0,06 et 8 mg/L, la CMI90 (CMI pour laquelle 90% des

souches sont inhibées) étant égale à 4 mg/L. D'autre part, les CMI étaient

identiques à pH 7 et à pH 5,8, pH reflétant plus précisément celui du mucus

gastrique dans lequel se trouve H pylori. En outre, la sensibilité des

souches de H pylori au sulforaphane n'était pas conditionnée par leur

résistance aux antibiotiques utilisés classiquement pour le traitement des

infections à H. pylori : il n'existait en effet pas de différence significative

entre les CMI du sulforaphane obtenues avec les souches sensibles ou

résistantes à la clarithromycine et/ou au métronidazole. Enfin, une activité

bactéricide du sulforaphane a été observée sur deux souches de H

pylori avec des concentrations égales à 5 fois la CMI après 24 h de contact,

que ces bactéries soient en position intracellulaire ou extracellulaire. Il a

par ailleurs été montré que les CMI du D,L-sulforaphane, du D ­

sulforaphane et du L-sulforaphane étaient identiques vis-à-vis de 20

souches de H pylori 86.
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1/.3.3. Activités antifungique, antiparasitaire et

insecticide

11.3.3.1. Activité antifungique

Les propriétés antifungiques d'une centaine d'isothiocyanates vis-à­

vis de levures et de moisissures ont été étudiées par Drobnica et coll. 41.

Ces auteurs ont conclu que les isothiocyanates à chaîne aromatique étaient

plus actifs sur les champignons que les isothiocyanates à chaîne

aliphatique. Parmi ceux-ci, l'allylisothiocyanate était le plus efficace sur les

souches fungiques étudiées.

Mari et coll. 41 ont démontré que certains isothiocyanates avaient la

propriété d'inhiber la germination des conidies et la croissance des

filaments mycéliens. Enfin, Isshiki et coll. 37 ont rapporté que les levures

étaient au moins aussi sensibles aux isothiocyanates que les autres fungi en

particulier que les moisissures.

11.3.3.2. Activité antiparasitaire

A dose élevée (de l'ordre de Ig/L), les isothiocyanates sont toxiques

pour des parasites des végétaux appartenant à la famille des Nématodes

comme Globodera rostochiensis 43 (nématode à kyste de la pomme de terre

ou nématode doré) et Heterodera schachtii 42(nématode de la betterave). A

l'inverse, les glucosinolates sont quant à eux dénués d'action nématodicide.

Il.3.3.3. Activité insecticide

Des glucosinolates isolés des graines de crambe (Crambe abyssinicai

possèdent une toxicité sur les larves de moustiques (Aedes aegypti) et de

mouches domestiques (Musca domestica) lorsqu'ils sont incorporés à leur

alimentation. Ces composés ont également une toxicité aiguë vis-à-vis de
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Tribolium castaneum (ver de farine) et de Oryzeaphilus surinamensis

(cucujidé dentelé des grains), deux parasites des céréales responsables

chaque année d'importantes pertes de récoltes". Des isothiocyanates

utilisés en vaporisation, en particulier l'allylisothiocyanate, sont aussi

efficaces sur certains insectes que des insecticides de synthèse tels que la

chloropicrine et le dichlorovos en particulier sur M domestica et

Rhyzopertha dominica 45 [bostryche: insecte parasitant les céréales (blé ou

maïs)].

11.4.Toxicité

1104.1. Génotoxicité et mutagénicité in vitro

Comme toutes les molécules qui présentent une activité bénéfique

potentielle, les isothiocyanates ont subi des essais d'innocuité afin de

détecter une toxicité éventuelle.

Un effet génotoxique provoqué par des plantes de la famille des

'.Ç' , , ,.. 1'" 46 47 48 49 E f'Ç tcruclleres a ete rapporte zn vitro par p uSleurs eqUlpes ' , , . n e le ,

des jus préparés à partir de ces plantes crues peuvent induire des mutations

chez Salmonella sp TA98 et TAIOO (test de Ames). De plus, ces jus de

crucifères provoquent, à des degrés variables, des aberrations

chromosomiques ainsi que des translocations réciproques sur des cellules

de mammifères (cellules d'ovaires de hamster chinois (CHO) et des

cellules SV40 transformées, de muntjac indien (SVM)). Ces effets délétères

ont été imputés aux isothiocyanates. Mais tous les isothiocyanates n'ont pas

le même potentiel génotoxique : parmi les isothiocyanates testés, le benzyl­

isothiocyanate semble être l'agent ayant la plus forte capacité à induire des

altérations de l'ADN. L'allylisothiocyanate, le phénéthylisothiocyanate et

le méthylisothiocyanate, trois isothiocyanates retrouvés dans l'alimentation
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humaine, ont également été étudiés. Il s'est avéré que l'allylisothiocyanate

était plus génotoxique vis-à-vis de Salmonella sp TA98 et TA 100 et des

cellules de mammifères que ne l'était le phenéthylisothiocyanate. Ces

effets délétères sont très atténués in vivo en raison de l'acidité gastrique

lors de la digestion : en effet l'hydrolyse des glucosinolates à pH acide

conduit préférentiellement à la production de nitriles plutôt qu'à celle

d'isothiocyanates. Inversement, une température élevée favorise

l'hydrolyse (enzymatique et non enzymatique) des glucosinolates en

isothiocyanates et contribue de ce fait à une augmentation de la

génotoxicité. La génotoxicité du méthylisothiocyanate existe mais elle ne

s'exprime qu'à des doses extrêmement élevées 49. Enfin, une telle toxicité

n'a pas été rapportée avec le sulforaphane.

Il.4.2. Induction des enzymes de détoxification de

phase 1par les glucosinolates

Des travaux récents réalisés in vitro ont démontré que la

glucoraphanine (précurseur du sulforaphane) pouvait provoquer

l'activation métabolique des hydrocarbures polycycliques aromatiques en

carcinogènes par induction des enzymes de détoxification de phase l et

aurait donc, de ce fait, un effet pro-carcinogène 50. Cela suggère qu'il faut

préférentiellement ingérer des isothiocyanates plutôt que des glucosinolates

(en permettant l'action de la myrosinase (broyage des végétaux) et en

évitant son inactivation (cuisson)).

Il.4.3. Effets dioxine-Iike

Il a été rapporté qu'une famille particulière de glucosinolates, les

indoles glucosinolates, présentait une toxicité similaire à celle de la

dioxine. Les isothiocyanates formés à partir d'indole-glucosinolates sont

instables et se décomposent spontanément en indole-3-carbinol, en indole-
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acétonitrile, en ions thiocyanates et en 3,3' -diindoylméthane 9. En milieu

acide comme c'est le cas dans l'estomac, l'indole-3-carbinol peut

spontanément se condenser pour former des composés de structure et de

toxicité proche du 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxine (TCDD ou

dioxine).

1/.4.4. Effet goitrigène

L'apparition de goitres thyroïdiens en l'absence de carence en iode

chez les mammifères a conduit les chercheurs à s'interroger sur la présence

éventuelle de composés goitrigènes dans certains végétaux de la famille des

crucifères. Le transfert intra-thyroïdien de l'iode est placé sous la

dépendance de la pompe à iodures. Il s'agit d'un mécanisme de transfert

actif nécessitant de l' ATP (Adénosine triphosphate) mettant en jeu

l'ATPase membranaire. Certains thiocyanates et isothiocyanates peuvent

bloquer la captation de l'iodure sans être eux-mêmes captés et être ainsi à

l'origine d'un effet goitrigène. Différents travaux ont permis d'imputer ces

effets à des ~-hydroxyalkenyl glucosinolates (progoitrine et épi­

progroitrine) qui, après hydrolyse, produisent des ~-hydroxyalkenyl

isothiocyanates capables de se cycliser en générant des oxazolidine-2­

thiones, composés connus comme étant goitrigènes chez les mammifères.

Ces ~-hydroxyalkenyl glucosinolates étaient notamment retrouvés dans

certaines variétés de colza avant le développement du colza variété

« Canola » contenant de faibles quantités de glucosinolates et d'acide
, • 9
eruclque .
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III. LES CAMPYLOBACTER

D'un point de vue taxonomique, la superfamille VI des bacilles à

Gram négatif comprend quatre genres: Campylobacter, Arcobacter,

Helicobacter et Wollinella. Les deux premiers genres ont été regroupés

dans la famille des Campylobacteraceae 53.

Les bactéries appartenant au genre Campylobacter sont des bactéries à

G ,. f r • , 53 81l'am négaü caractensees par ' :

- leur morphologie: ces bactéries se présentent sous

la forme de bacilles fins mesurant de 0,5 à 5 um de

long et de 0,2 à 0,9 um de diamètre, incurvés en

forme de virgule ou de S. Les formes longues ont

une forme hélicoïdale. Des formes coccoïdes

peuvent apparaître dans les cultures anciennes.

- leur mobilité caractéristique « dite en tire-bouchon»

est due à une ciliature polaire le plus souvent

monotriche.

- leur métabolisme respiratoire microaérophile (leur

croissance nécessite une concentration d'oxygène

proche de 5 %)

- une réaction oxydase positive (excepté C. gracilisi

- l'absence de fermentation et d'acidification des

sucres (ce qui les différencie des Vibrio)

- un coefficient G+C compris entre 29 et 47 %

Au sem du genre Campylobacter, il est possible de classer les

espèces en trois groupes: le groupe « thermophile » (dénommé ainsi car la

température optimale de croissance est de 42°C) comprenant, entre autres

espèces, C. jejuni et C. coli, le groupe «fetus» et le groupe des
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Campylobacter dits « anaérobies» (nécessitant pour leur croissance une

concentration en oxygène inférieure à 5 %)53. Les espèces les plus

fréquemment isolées en pathologie humaine sont C. jejuni, C. coli et C.

fetus, leur fréquence d'isolement en France est respectivement de 68 %, 19

% et 8 %. Les autres espèces sont beaucoup plus rarement isolées 54.

Les Campylobacter appartenant au groupe thermophile provoquent

principalement des entérites: celles-ci sont caractérisées par des diarrhées

aqueuses d'une durée de 2 à 4 jours pouvant devenir muco-sanglantes.

L'épisode diarrhéique dure en moyenne une semaine et est généralement

précédé par de la fièvre et des douleurs abdominales intenses 56,58. C. fetus

est parfois aussi impliqué en pathologie digestive mais provoque plus

fréquemment des bactériémies 53,54. Chez les patients immunodéprirnés, les

bactériémies sont plus fréquentes et plus graves, et des entérites

récidivantes sont plus volontiers observées 58. En outre, C. jejuni et C. coli

peuvent être impliqués dans des pathologies extra-intestinales, ils peuvent

en effet atteindre les voies lymphatiques après avoir colonisé le mucus et

avoir été internalisés au sein des entérocytes (translocation extra

intestinale) 57. Des complications non infectieuses liées à C. jejuni peuvent

également survenir, elles peuvent être:

- neurologiques: syndrome de Guillain-Barré pouvant

apparaître après des entérites provoquées par certaines

souches de C. jejuni appartenant souvent à un sérotype

particulier. Les patients porteurs de certains antigènes

HLA notamment DQB 1*03 auraient également plus de

. d d' 1 d 53 58 60rIsques e eve opper ce syn l'orne ' , .

- articulaires: arthrites réactionnelles et syndrome de

Reiter plus fréquemment observés chez les patients

porteurs de l'antigène HLA B27 53,58.
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Des études réalisées in vitro ont permis de mettre en évidence

différents facteurs de pathogénicité. Il a été ainsi montré que C. jejuni

pouvait coloniser le mucus intestinal notamment du fait de sa mobilité

importante. Il peut également adhérer aux entérocytes puis être internalisé

dans ceux-ci. Enfin, de nombreuses souches de C. jejuni et C. coli sécrètent

une entérotoxine proche de la toxine thermolabile de E. coli. Le rôle de ces

différents facteurs de pathogénicité n'est pas encore bien précisé en

pathologie humaine. En effet, chez l'homme, l'expression du pouvoir

pathogène des Campylobacter semble dépendre de la virulence de la

souche infectante et de la susceptibilité de l' hôte 53,57.

Les infections à Campylobacter spp. sont des anthropozoonoses. La

contamination survient le plus souvent à l'occasion de la consommation de

viande de volailles ou de porc et à l'ingestion de lait. Elles sont parfois

transmises par l'eau, les personnes ou les animaux infectés. Le mode de

transmission est bien connu pour les Campylobacter appartenant au groupe

thermophile et est vraisemblablement similaire pour les autres espèces 53,55,

82

L'incidence des entérites à Campylobacter spp. est largement sous­

estimée du fait de l'absence de prescription systématique de coprocultures

en cas de diarrhées 53,54. Aux Etats-Unis 82, le taux d'isolement est estimé à

21 pour 100.000 habitants soit environ le double de celui des Salmonella

spp. En France, l'infection est plus fréquente chez les nourrissons et les

jeunes enfants (SO % des isolements sont réalisés chez des enfants de

moins de 10 ans), de sexe masculin et avec une incidence plus importante

en été 53,54.

Le diagnostic bactériologique des entérites à Campylobacter spp.

repose sur la mise en évidence de ces bactéries dans les selles grâce à

l'utilisation de milieux sélectifs (tel que le milieu de Karmali (Oxoïd'",

Dardilly, France)) incubés en atmosphère microaérophile. L'identification
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de ces bactéries est basée sur leur morphologie, la présence d'une oxydase

et l'absence de fermentation et d'acidification des sucres. L'identification

au niveau de l'espèce nécessite des tests complémentaires notamment la

recherche de la production d'une catalase, la sensibilité à la céfalotine et à

l'acide nalidixique et l'hydrolyse de l'hippurate. Ces caractères

phénotypiques ne permettent pas toujours l'identification de l'espèce et il

est parfois nécessaire d'avoir recours à des méthodes génotypiques 53.

Le traitement de référence des entérites à Campylobacter spp. repose

sur l'utilisation d'érythromycine ou de ciprof1oxacine administrés per os 53,

56,58,64. Cependant, la ciprof1oxacine est à réserver à l'adulte du fait de ses

effets secondaires au niveau des os et des tendons chez les enfants 83

L'initiation précoce d'un traitement antibiotique améliorerait la

symptomatologie et raccourcirait la durée de portage. L'efficacité d'un tel

traitement a été démontrée lors d'infections «sévères », d'infections

chroniques ou survenant chez des patients immunodéprimés ou lorsqu'il

existe un risque épidémique (institutions) 53,56,58.

En France, la résistance aux macrolides est stable depuis une

vingtaine d'années; elle concerne environ 3 à 4 % des souches 54 de

Campylobacter spp. et touche essentiellement C coli ce qui peut

s'expliquer par l'utilisation de macrolides tels que la tylosine pour

supplémenter l'alimentation des porcs (principal réservoir de C coli).

Cette résistance est cependant extrêmement variable selon les pays et peut

atteindre 50 % en Asie du Sud-Est (par exemple à Singapour) 63. Le

mécanisme de résistance à cette famille d'antibiotiques a été élucidé pour

l'espèce Cjejuni : il s'agit d'une mutation chromosomique du gène codant

la sous-unité 23S de l'ARNr64
.

En France, environ 30 % des souches de C jejuni et de C coli sont

résistantes aux f1uoroquinolones et une forte progression de cette résistance

a été observée au cours des 15 dernières années 54, 61 : l'évolution de la
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résistance pourrait s'expliquer par l'utilisation, depuis 1991,

d'enrofloxacine en médecine vétérinaire 59, 63, 64. La résistance aux

fluoroquinolones observée chez C. jejuni résulte d'une mutation

chromosomique des gènes gyrA et/ou parC codant respectivement

l'ADNgyrase et la topoisomérase IV 59,62. Des souches de Campylobacter

spp. résistantes à la fois à l'érythromycine ou à l'azithromycine (un autre

macrolide pouvant être utilisé pour le traitement des entérites à

C 1 b ) ' 1 . floxaci , , , 51 52ampyto acter spp. et a a cipro oxacme ont ete rapportees ' .
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IV. OBJECTIFS DE L'ETUDE

Les données concernant l'activité antibactérienne des isothiocyanates

sur les bactéries pathogènes et commensales de l'homme sont incomplètes.

En effet, les seules données utilisables en bactériologie clinique concernent

le sulforaphane et H pylori 6. L'objectif de notre étude était donc de

contribuer à améliorer la connaissance du spectre antibactérien des

isothiocyanates. Dans un premier temps, nous avons évalué l'activité in

vitro du sulforaphane sur des espèces bactériennes commensales et/ou

pathogènes de l'homme. Ce travail de criblage a permis de détecter une

activité bactériostatique du sulforaphane à des concentrations relativement

faibles sur Campylobacter spp .. La deuxième partie de notre travail a

concerné l'étude de l'activité in vitro, sur Campylobacter spp., d'autres

isothiocyanates (qui s'étaient montrés actifs sur H pylori) de

l'érythromycine et de la ciprof1oxacine (antibiotiques recommandés dans le

traitement des entérites à Campylobacter spp.)
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v. MATERIELS ET METHODES

V.1. Souches bactériennes testées

Les espèces bactériennes incluses dans notre étude figurent dans les

tableaux n° 3, 4,5,6,7. Toutes les souches (hormis les Campylobacteraceaei

ont été isolées au Laboratoire de Bactériologie du CHU de Nancy entre

2000 et 2003 et provenaient de coprocultures (n=55), d'hémocultures

(n=20), de prélèvements respiratoires (n=13) et d'abcès profonds (n=12).

Concernant les Campylobacteraceae, notre étude a porté sur 60 souches de

Campylobacter spp. et 2 souches d'Arcobacter butzleri isolées au

Laboratoire de Bactériologie du CHU de Nancy entre décembre 1991 et

juillet 2003 et qui provenaient de coprocultures (n=55) et d'hémocultures

(n=7). L'identification des différents isolats cliniques a été réalisée par des

méthodes conventionnelles.

Tableau n03 : Entérobactéries testées dans notre étude.

Espèces bactériennes Nombre de souches

Escherichia coli n=4
Klebsiella pneumoniae n=2

K. oxytoca n =2
Salmonella enterica n =5

Shigella jlexnerii n =1
S. sonnei n =2

S. dysenteriae n =1
Yersinia enterocolitica n =2

Proteus mirabilis n=2
Citrobacter freundii n=2

Enterobacter cloacae n=2
E. aerogenes n =1

Serratia marcescens n=2
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Tableau n04 : Bacilles à Gram négatif non fermentants testés dans notre étude.

Espèces bactériennes Nombre de souches

Pseudomonas aeruginosa n =1
Burkholderia cepacia n =1

Stenotrophomonas maltophilia n =1
Acinetobacter baumanii n =1

Tableau n05 : Cocci à Gram positif aérobies-anaérobies facultatifs testés dans notre

étude.

Espèces bactériennes Nombre de souches
Staphylococcus aureus n =2

S. epidermidis n =2
Streptococcus pyogenes n =3

S. agalactiae n =2
S. bovis n =2

S. intermedius n=2
S. pneumoniae n=l1

Enterococcus faecalis n =3
E. faecium n =2

E. casseliflavus n =2

Tableau n06 : Bactéries anaérobies strictes testées dans notre étude.

Espèces bactériennes Nombre de souches

Bacteroides fragilis n =3
B. thetaiotaomicron n =3

Prevotella spp. n =3
Porphyromonas spp. n=2

Veillonella spp. n =1
Finegoldia magna (ex Peptostreptococcus magnusy n=l

Clostridium perfringens n =2
C. difficile n =19

C. clostridioforme n =1
C. innocuum n =1

Eggerthela lenta n =1
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Tableau n07 : Campylobacteraceae testés dans notre étude.

Espèces bactériennes Nombre

Campylobacter jejuni n=26
C coli n=24
Cfetus n=7

C upsaliensis n=2
C hyointestinalis n=l

Arcobacter butzleri n=2

Différentes souches de référence ont été utilisées comme souches

contrôles: E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853, S. aureus

ATCC 29213, E. faecalis ATCC 29212, C jejuni ATCC 29428, B. fragilis

ATCC 25285 et E. lenta ATCC 43055 (ex Eubacterium lentum 65).

Les streptocoques, les pneumocoques, Campylobacter spp., les

bactéries anaérobies strictes et les souches de référence étaient conservées à

-80°C dans du bouillon Brucella (BBL®, Becton-Dickinson, Le Pont de

Claix, France) additionné de 15% de glycérol. Les autres souches étaient

conservées en gélose nutritive (Nutrient Agar (Oxoïd'"),

V.2. Molécules testées

V.2.1. 5ulforaphane et autres isothiocyanates

Le D,L-sulforaphane, le 8-isothiocyanatométhylsulfinyloctane

(ITCmso), la cheiroline, l'erysoline et la berteroine ont été commandés au

laboratoire Cogcrv (Paris, France). Le 4(L-rhamnopyranosyloxy)

benzylisothiocyanate (4RBITC) a été fourni par J. Fahey (Department of

Pharmacology and Molecular Sciences, The Johns Hopkins University

School of Medicine, Baltimore). Ce composé a été extrait des graines de

moringa 84 (petit arbuste des régions tropicales), Moringa oleifera. Tous ces

isothiocyanates se présentaient sous forme de liquides huileux jaunes dont

la pureté minimale était de 97 %.

29



N~
c~

S

N~
C~

S

Les formules de ces différents composés sont détaillées dans les figures n°

6,7,8,9,10 et Il.

~S

Il
o

[(-)-l-isothiocyanato-(4R)-(methylsulfiny1)butane]
SULFORAPHANE

Figure n06 : Formule semi développée du sulforaphane
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Figure n07 : Formule semi développée de l'ITCSMSO
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[(-)-1-isothiocyanato-(3)(methylsulfonyl)propane]
CHEIROLINE

Figure nOS: Formule semi développée de la cheiroline
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'\
[(-)-l-isothiocyanato-(4R)(methylsulfonyl)butane]

ERYSOLINE

Figure n09 : Formule semi développée de l'erysoline
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Figure nOlO : Formule semi développée de la berteroine
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4(L-rhamnopyranosyloxy)benzylisothiocyanate
4RBITC

Figure n'Tl : Formule semi développée du 4RBITC

V.2.2. Erythromycine et ciprofloxacine

Concernant Campylobacter spp. (n=60) et Arcobacter butzleri (n=2),

l'évaluation de l'activité in vitro du sulforaphane et de celle d'autres

isothiocyanates, a été suivie de la détermination des CMI de

l'érythromycine (Aventis", Romainville, France) et de la ciprofloxacine

(Bayer", Leverkusen, Allemagne).

V.3. Méthodologie

La détermination des CMI a été réalisée par la méthode de dilution

en milieu gélosé suivant les recommandations du National Committee for

Clinical Laboratory Standards (NCCLS) 66,67,68.
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V.3.1. Repiquages

Les souches de Campylobacter spp. ont été repiquées trois fois sur

gélose Chocolat Polyvitex (biolvlérieux", Marcy l'étoile, France) avant de

réaliser les essais.

Les souches bactériennes anaérobies ont été repiquées trois fois sur

gélose Brucella supplémentée avec 5 % de sang de mouton défibriné

(Oxoïd"), 1 ug/ml. de vitamine KI (Sigma-Aldrich", Saint-Quentin­

Fallavier, France) et 5 ug/ml, d'hémine (Sigma-Aldrich"),

Les souches de streptocoques et de pneumocoques ont été repiquées

une fois sur milieu Mueller-Hinton (biolvlérieux'") additionné de 5 % de

sang de mouton avant la détermination des CM!.

Les autres souches bactériennes ont été repiquées une fois sur milieu

Mueller-Hinton avant réalisation des essais.

V.3.2. Préparation des dilutions d'antibiotiques

Des gammes de dilutions de raison géométrique 2 de chaque

molécule ont été réalisées de manière à obtenir les concentrations finales

suivantes:

- 0,06 à 16 mg/L pour le 4RBITC

- 0,06 à 64 mg/L pour le sulforaphane et les autres

isothiocyanates

- 0,06 à 128 mg/L pour l'érythromycine et la

ciprof1oxacine

L'érythromycine base a été dissoute dans du méthanol et le

chlorhydrate de ciprof1oxacine dans de l'eau bidistillée stérile. Les

solutions d'isothiocyanates ont été, quant à elles, préparées dans

l'acétonitrile. Les dilutions ultérieures ont été réalisées dans de l'eau

bidistillée stérile.
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V.3.3. Préparation des boîtes de Pétri

Deux millilitres de chaque dilution d'antibiotique ont été incorporés à

18 mL de milieu gélosé maintenu en surfusion:

- Mueller-Hinton pour les entérobactéries, les bacilles

à Gram négatif non fermentants, les staphylocoques

et les entérocoques.

- Mueller-Hinton additionné de 5 % de sang de

mouton défibriné pour les streptocoques, les

pneumocoques et les Campylobacter.

- Brucella supplémenté pour les bactéries anaérobies.

V.3.4. Préparation des inocula bactériens

Les inocula ont été préparés de la façon suivante:

- pour Campylobacter spp. et les bactéries anaérobies,

une suspension a été réalisée, à partir de cultures sur

milieux gélosés âgées de 48 h, en bouillon Brucella

(préalablement régénéré). L'opacité a ensuite été

ajustée au point 0,5 de l'échelle de McFarland (-108

UFC/mL).

- pour les autres espèces bactériennes, une suspension

a été réalisée, à partir de cultures sur milieux gélosés

âgées de 18-24 h, en solution saline (NaCI 0,9 %).

L'opacité a ensuite été ajustée au point 0,5 de

l'échelle de McFarland (-108 UFC/mL). L'inoculum

final a été obtenu en diluant cette suspension au

1/1Oème dans de l'eau distillée stérile.
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V.3.5. Ensemencement

Les milieux gélosés contenant les différentes concentrations

d'antibiotiques ont ensuite été ensemencés grâce à un inoculateur à tiges

multiples (appareil de Steers, Denley, Billinghurst, GB) qui délivre environ

2 ul. de chaque suspension. Les milieux contenant les plus faibles

concentrations d'antibiotiques ont été ensemencés les premiers. Des

milieux dépourvus d'antibiotiques ont également été ensemencés au début

et à la fin de chaque série et ont été utilisés comme témoins de croissance.

De plus, concernant Campylobacter spp. et les bactéries anaérobies strictes,

des milieux dépourvus d'antibiotiques ont été incubés en aérobiose pour

vérifier l'absence de contamination. Afin de permettre l'absorption de

I'inoculum, les boîtes ont été maintenues 30 minutes à température

ambiante avant leur incubation dans une atmosphère appropriée.

V.3.6. Lecture

Les lectures ont été effectuées:

après 24 h d'incubation à 35°C pour les entérobactéries, les

bacilles à Gram négatif non ferrnentants, les staphylocoques et

les entérocoques.

après 24 h d'incubation à 35°C dans une atmosphère enrichie

avec 5 % de CO2 pour les streptocoques et les pneumocoques.

après 48 h d'incubation à 35°C dans une atmosphère

microaérophile pour Campylobacter spp. et A. butzleri.

après 48 h d'incubation à 35°C en atmosphère anaérobie pour

les bactéries anaérobies strictes.
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Les atmosphères microaérophile et anaérobie ont été obtenues grâce à des

des sachets générateurs respectivement (GenBox microaer, biolvlérieux") et

(GenBox anaer, biolvlérieux") introduits dans des jarres hermétiques.

La CMI est définie comme étant la plus faible concentration d'antibiotique

qui inhibe toute croissance bactérienne visible ou qui entraîne un

changement marqué de celle-ci. Dans notre étude, tous les essais ont été

dupliqués afin de s'assurer de la reproductibilité des résultats.

35



VI. Résultats

V1.1. Résultats de la première partie de l'étude

(criblage)

Les CMI du sulforaphane obtenues pour les bacilles à Gram négatif

non fermentants, les cocci à Gram positif aérobies-anaérobies facultatifs,

les bactéries anaérobies strictes testés étaient toutes supérieures à 64 mg/L

(tableau nOS).

Tableau n08 : Activité antibactérienne du sulforaphane sur les bacilles à Gram négatif

non fermentants, les cocci à Gram positif aérobies-anaérobies facultatifs et les bactéries

anaérobies.

Souches bactériennes CMI (mg/L)

Bacilles à Gram négatif non fermentants (n=4) >64

Staphylocoques (n=4) >64

Entérocoques (n=7) >64

Streptocoques et Pneumocoques (n=20) >64

Bactéries anérobies strictes (n=37) >64

Les CMI du sulforaphane vis-à-vis des entérobactéries étaient

comprises entre 16 et 64 mg/L et les CMI les plus basses étaient observées

pour certaines espèces entéropathogènes (Y enterocolitica, S enterica

Thyphimurium , S. dysenteriae et S flexnerii). Cependant, pour certaines

souches de S. enterica et de Ssonnei, les CMI (64 mg/L) étaient plus

élevées et étaient proches de celles obtenues avec les autres espèces

d'entérobactéri es.
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Tableau n09 : Activité antibactérienne du sulforaphane sur les entérobactéries.

Souches bactériennes
CMI (mg/L)

Valeurs extrêmes

S. enterica Paratyphi A (n=l) 32

S. enterica Typhimurium (n=2) 16-64

S. enterica Agona (n=l) 64

S. enterica Enteritidis (n=l) 64

S. sonnei (n=2) 64

S. dysenteriae (n=l) 16

S. flexnerii (n= 1) 16

Y enterocolitica (n=2) 16

P. mirabilis (n=2) 32

E. coli, K. pneumoniae, K. oxytoca, C. freundii, E.
~ 64

cloacae, E. aerogenes, S. marcescens (n=15)

La meilleure activité bactériostatique du sulforaphane a été obtenue sur les

espèces bactériennes microaérophiles appartenant au genre Campylobacter

(CMI comprises entre 4 et 32 mg/L). La distribution des CMI du

sulforaphane pour ces bactéries est présentée dans le tableau n01!.

Tableau n°10 : Activité antibactérienne du sulforaphane sur 18 souches de

Campylobacter spp.

Espèce bactérienne
CMI (mg/L)

Valeurs extrêmes

C. jejuni (n=8) 4-16

C.coli (n=7) 4-16

C. fetus (n=3) 16-32
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Tableau n°11 : Distribution des CMI du sulforaphane selon les différentes espèces de

Campylobacter.

CM! (mg/L)

Espèce
4 8 16 32

bactéri enn e

C. jejuni (n=8) 3 4 1

C. coli (n=7) 1 2 4

C. fetus (n=3) 1 2

V1.2. Résultats de l'étude de l'activité

antibactérienne des différents isothiocyanates

vis-à-vis de 18 souches de Campylobacter spp.

Parmi les isothiocyanates testés, le sulforapha ne est ce lui qUI

présente l' activit é bactériostatique la plu s marquée vis-à-vis des bactéri es

appartenant au genre Campylobacter.
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Remarque: les résultats concernant le 4RBITC ne sont pas montrés sur celle figure ear ils étaient tous supérie urs à 16 mg/L done
inexploitables.

Figure n°12 : Activité comparée de différents isothiocyanates sur 18 souches de
Campylobacter spp.
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V1.3. Résultats de l'étude de l'activité

antibactérienne du sulforaphane, de

l'érythromycine et de la ciprofloxacine vis-à-vis

de 60 souches de Campylobacter spp. et de 2

souches d'Arcobacter butzleri

Les CMI du sulforaphane déterminées pour les deux souches d'A.

butzleri testées dans notre travail étaient de 64 mg/L. En revanche,

concernant Campylobacter spp., les valeurs extrêmes des CMI (4-32 mg/L)

du sulforaphane obtenues pour les 60 souches testées dans la deuxième

partie de notre travail étaient identiques à celle observées pour les 18

souches étudiées dans notre travail préliminaire. Les CMI 50 et CMI90 du

sulforaphane vis-à-vis de Campylobacter spp. étaient respectivement

égales à 16 mg/L et 32 mg/L.

Tableau n°]2 : Activité comparée du sulforaphane, de l'érythromycine et de la

ciprofioxacine sur 60 souches de Campylobacter spp.

CMI (mg/L)

Molécule Valeurs Concentrations Pourcentage de
CMI 50 CMI 90

critiques
87

souches URtestée extrêmes

Sulforaphane 4-32 16 32 Non déterminée Non calculable

Erythromycine 0.125-128 1 4 :S 1- >4 23% (14/60)

Ciprofloxacine 0.06-64 0.25 16 :S 1- >2 27% (16/60)

Les valeurs des CMI modales du sulforaphane, de l'érythromycine et

de la ciprofloxacine étaient respectivement de 16, 1 et 0,125 mg/L.
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Tableau n"13: Distribution des CMI pour 60 souches de Campylobacter spp.

Molécules CMI (mg/L)

testées 0.06 0.125 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128

Sulforaphane 14 14 21 Il

Erythromycine 6 4 12 24 4 5 1 2 1 1

Ciprofloxacine 1 21 10 6 6 2 2 6 5 1

Les résultats de notre étude semblaient montrer une variation des

CM! obtenues selon les espèces de Campy /obacter étudiées et la différence

d'activité antibactérienne était surtout marquée entre C. j ejuni (CMIso = 8

mg/L, n = 26) et C. f etus (CMIso = 32 mg/L , n = 7).
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Les CMI du sulforaphanc obtenues pour C. upsaliensis (n=2) etc. hyo intestina lis (n= 1) étaient respectivement éga les à 8 et 32 mgIL.

Figure nO I3 : CMI du sulforaphane en fonction des espèces de Campy lobacter (n=57).

Par ailleurs, nous avons observé que l'activité inhibitrice du

sulforaphane sur Campy /obacter spp. n' était pas influ encée par la

sensibilité (ou la résistance) de ces bact éries à l' érythromycine et/ou à la

ciprofloxacine et ce la quelle que soit l'espèce considérée. (Figure n° 14,

15, 16)
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Figure na14 : Distribution des valeurs de CMI du sulforaphane vis-à-vis de 60 souches

de Campylobacter spp. en fonction de leur sensibilité à l'érythromycine et à la

ciprofloxacine.
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VII. Discussion

De nombreux travaux réalisés au cours de ces 20 dernières années

ont permis d'établir que les isothiocyanates, et en particulier le

sulforaphane, étaient des molécules douées de propriétés anticarcinogènes

5,6,7,11,13,16,18,19. Leurs propriétés antibactériennes vis-à-vis de H. pylori 6

les rendent également attractives dans le domaine de l'antibiothérapie. En

l'absence de données exploitables concernant leur activité antibactérienne

sur d'autres espèces, il nous a paru pertinent de déterminer si des bactéries

autres que H pylori pouvaient être inhibées par ces molécules.

Cette étude a tout d'abord permis de montrer l'absence d'activité des

isothiocyanates sur les bactéries anaérobies strictes testées qu'elles soient à

Gram positif ou à Gram négatif (CMI > 64mg/L). Concernant les autres

bactéries, l'activité antibactérienne des isothiocyanates était meilleure vis­

à-vis des bactéries à Gram négatif, en particulier les espèces

microaérophiles testées. En effet, les CMI du sulforaphane vis-à-vis des

bactéries à Gram positif étaient supérieures ou égales à 64 mg/L alors

qu'elles étaient comprises entre 4 et 64 mg/L pour les bactéries à Gram

négatif, les CMI les plus basses étant observées pour certaines espèces

entéropathogènes (Y enterocolitica, S. enterica, Shigella spp. et

Campylobacter spp.). Cependant, bien que le sulforaphane se soit montré

plus actif sur les bactéries à Gram négatif, il existe des souches

(appartenant par exemple aux genres Salmonella et Shigella) pour

lesquelles les CMI sont plus élevées (64 mg/L).
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D' 37 38 39 40 41 ê oue I ' .., d' tautres auteurs ' , , , ont montre que activité un au re

isothiocyanate à chaîne aliphatique, l'allylisothiocyanate, était plus

importante sur les bactéries à Gram négatif. Ces auteurs" ont également

observé l'existence de souches de moindre sensibilité, en particulier au sein

du genre Salmonella. Il est cependant difficile de comparer ces résultats

aux nôtres en raison de différences à la fois méthodologiques (vaporisation

des antibiotiques) et de mode d'expression des résultats (en ppm ou en ul.

d'isothiocyanate dans l'atmosphère) dues à une approche différente

(utilisation des isothiocyanates comme conservateurs alimentaires).

Lorsque nous avons évalué l'activité bactériostatique du

sulforaphane sur les bactéries à Gram négatif, nous avons obtenu des

valeurs de CMI plus basses pour les bactéries appartenant au genre

Campylobacter. Ces résultats sont à rapprocher des travaux de Fahey et

coll. 6 qui ont montré que le sulforaphane possède une activité

bactériostatique et bactéricide vis-à-vis de H. pylori, bactérie également

microaérophile. En revanche, les CMI du sulforaphane obtenues pour les

deux souches d'A. butzleri testées dans notre travail étaient de 64 mg/L. A.

butzleri, espèce bactérienne appartenant à la famille des

Campylobacteraceae, se développe en microaérophilie mais peut être

aérotolérante. Le fait que les CMI du sulforaphane soient élevées pour

cette espèce suggère que la microaérophilie pourrait jouer un rôle dans

l'activité antibactérienne du sulforaphane et des autres isothiocyanates.

Ceci reste cependant à être confirmé sur un plus grand nombre de souches

d'Arcobacter spp.. Parmi tous les isothiocyanates testés, nous avons

observé, à l'instar de ce qui a également été montré pour H pylori 86, que

le sulforaphane possédait l'activité bactériostatique la plus importante vis­

à-vis de Campylobacter spp..
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Nos résultats suggèrent que le spectre antibactérien du sulforaphane

est étroit et se limite aux bactéries à Gram négatif notamment celles se

développant en atmosphère microaérophile. L'absence d'activité

significative des isothiocyanates sur les espèces anaérobies testées suggère

que l'ingestion de ces molécules ne devrait pas entraîner des modifications

importantes des flores commensales du tractus gastro-intestinal, composées

en majorité de bactéries anaérobies. L'activité antibactérienne des

isothiocyanates vis-à-vis des espèces bactériennes testées (staphylocoques,

streptocoques oraux ... ) appartenant aux flores extra digestives est limitée,

ce qui suggère qu'en cas de diffusion systémique des isothiocyanates et du

sulforaphane en particulier, ces flores ne devraient pas non plus être

affectées. Cependant nous n'avons pas testé toutes les espèces bactériennes

appartenant à ces flores et des travaux ultérieurs devront être entrepris afin

de connaître l'impact des isothiocyanates sur ces écosystèmes.

Notre étude a montré que les CMI du sulforaphane variaient selon

les espèces de Campylobacter étudiées et que la différence d'activité

antibactérienne était surtout marquée entre C. jejuni (CMI sü = 8 mg/L, n =

26) et C. fetus (CMIsü = 32 mg/L, n = 7). Cette différence reste à être

confirmée sur un nombre plus élevé de souches. Par ailleurs, nous avons

observé que l'activité inhibitrice du sulforaphane sur Campylobacter spp.

n'était pas influencée par la sensibilité (ou la résistance) de ces bactéries à

l'érythromycine et/ou à la ciprofloxacine. Ces constatations concordent

avec les travaux de Fahey et coll. 6 qUI ont montré que l'activité du

sulforaphane vis-à-vis de H pylori n'est pas influencée par l'existence

d'une résistance à la c1arithromycine et/ou au métronidazole ce qui suggère

que le mécanisme d'action du sulforaphane est différent de celui des

macrolides, des fluoroquinolones et des imidazolés. Par ailleurs, le

sulforaphane pourrait présenter un intérêt thérapeutique chez l'homme, en
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particulier en cas d'infection par des souches de Campylobacter spp.

résistantes aux macrolides et/ou aux fluoroquinolones. En effet, la

résistance à l'érythromycine ou à la ciprofloxacine est observée chez

respectivement 4% et 30% des souches de Campylobacter spp. isolées

chez l'homme en France 54. La résistance aux fluoroquinolones y est en

constante progression depuis 15 ans alors que la résistance aux macrolides

est relativement stable 54. Dans d'autres régions du monde, en particulier

dans certains pays d'Asie du Sud-est et en Espagne, le taux de résistance

aux macrolides est cependant plus élevé et avoisine 50 % 63. Il a été montré

que l'émergence de la résistance à ces deux familles d'antibiotiques était

favorisée par l'utilisation intensive de macrolides (tylosine) dans

l'alimentation des animaux et par l'administration fréquente de

fluoroquinolones (enrofloxacine) en médecine vétérinaire 59,63,64. Ceci a

notamment induit l'apparition de souches résistantes à la fois aux

macrolides et aux fluoroquinolones chez l'homme 51,52.

Un autre intérêt de l'utilisation potentielle du sulforaphane chez

l'homme en cas d'infection à Campylobacter spp. repose sur la pénétration

intracellulaire importante de cette molécule 69, 70, 71, 72. Il a en effet été

montré, du moins in vitro, que de fortes concentrations intracellulaires du

sulforaphane pouvaient être obtenues 69, 70, 71, 72. Ceci a été observé dans

différentes lignées cellulaires et en particulier, pour ce qui concerne le

système digestif, dans des hépatocytes 71. Par ailleurs, Campylobacter

jejuni est considéré comme une bactérie potentiellement entéro-invasive 57.

En effet, après avoir traversé le mucus et adhéré aux entérocytes, cette

bactérie pénètre à l'intérieur des entérocytes et peut de ce fait échapper à la

défense immunitaire et/ou à l'action des antibiotiques à faible diffusion

intracellulaire". Ainsi, il reste à démontrer l'activité du sulforaphane sur

Campylobacter spp. en situation intracellulaire.
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L'intérêt potentiel de l'administration du sulforaphane par voie orale

reste cependant subordonné aux concentrations atteignables au niveau du

site de l'infection. La pharmacocinétique des isothiocyanates chez

l'homme est cependant encore mal connue, ceci étant notamment dû à

l'impossibilité de différencier par le dosage les isothiocyanates de leurs

métabolites 10, 12. Il a été montré qu'une heure après l'ingestion de 160

umol (28,5 mg) de sulforaphane, les concentrations sériques de ce

composé et de son métabolite (dithiocarbamate) variaient de 0,943 à 2,27

umol/L 12. Les pharmacocinétiques sérique et tissulaire spécifiques de

chacune de ces molécules ne sont cependant pas connues à ce jour et

l'activité antibactérienne des métabolites n'a jamais été étudiée. Ceci ne

permet donc pas d'extrapoler nos résultats à l'homme. Il reste donc à

démontrer que l'ingestion de brocoli ou de sulforaphane purifié permette

d'obtenir des concentrations intestinales suffisamment élevées pour

éradiquer Campylobacter spp. : ceci pourrait être réalisé, dans un premier

temps chez l'animal 53,85, puis chez l'homme. C'est en effet cette démarche

qui a permis d'affirmer l'intérêt du sulforaphane pour le traitement

d" d' , d Hl' 73 74era rcation e . pyorz ' ,
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Activité antibactérienne du sulforaphane et d'autres
isothiocyanates

Thèse soutenue le 05 novembre 2003

Par Ludovic WOELFFEL

RESUME

De nombreux travaux réalisés au cours de ces 20 dernières années ont permis d'établir que les
isothiocyanates et en particulier -le sulforaphane étaient des molécules dotées .de propriétés
anticarcinogènes. Il a de plus été réceinment démontré que le sulforaphane était bactériostatique et
bactéricide sur H. pylori. En l'absence de données exploitables concernant leur activité
antibactérienne sur d'autres espèces , il nous a paru pertinent de déterminer si des bactéries autres que
H. pylori étaient inhibées par ces molécules. .
Notre étude s'est donc déroulée en 2 temps : nous avons tout d'abord évalué l'activité in vitro du
sulforaphane sur des espèces bactériennes commensales et/ou pathogènes de l'homme. Ce travail de
criblage a permis de détecter une activité bactériostatique du sulforaphane à des concentrations
relativement faibles sur Campy lobacter spp.. La deuxième partie de notre travail a concerné l' étude
de l'activité sur Campylobacter spp., d'autres isothiocyanates (notamment ceux qui s'étaient montrés
actifs sur H. pylori) de l'érythromycine et de la ciprofloxacine (antibiotiques recommandés dans le
traitement des entérites à Campylobacter spp.).
Nous avons montré que le sulforaphane présentait une activité bactériostatique plus marquée sur les
bactéries à Gram négatif et notamment celles se développant dans une atmosphère microaérophile.
Parmi tous les isothiocyanates testés vis-à-vis de Campylobacter spp., le sulforaphane est
l' isothiocyanate qui a montré la meilleure activité bactériostatique. Cette activité semble varier selon
l'espèce de Campylobacter considérée. Enfin, nous avons observé que l'activité inhibitrice du
sulforaphane sur les Campylobacter n'était pas influencée par la sensibilité (ou la résistance) de ces
bactéries à l'érythromycine et/ou à la ciprofloxacine.
Infine, l'activité bactériostatique du sulforaphane vis-à-vis de Campylobacter observée in vitro devra
être confirmée in vivo avant de proposer l'utilisation de cette molécule comme complément
thérapeutique lors des entérites à Campy lobacter spp..

MOTS CLES : Sulforaphane, Isothiocyanates, Campylobacter spp., Concentrations
minimales inhibitrices.
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