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Résume :
Les biofilms bactériens sont des amas structurés de cellules bactériennes enrobées d’une

matrice polymérique et attachées a une surface. Le biofilm protege les bactéries

et leur permet de survivre dans des conditions environnementales hostiles. La résistance aux
antibiotiques correspond au fait qu’un traitement antibiotique ne soit plus efficace sur une
infection bactérienne. La résistance aux antibiotique peut étre naturelle ou acquise, deux grands
mécanismes de résistance soit mécanismes génétique par mutations chromosomiques et de
I’intégration de petits brins d’ADN circulaires qui se transmettent de bactérie a bactérie (les
plasmides), soit mécanismes biochimique qui font appel a plusieurs mécanismes : production
d’une enzyme inhibant I’antibiotique, imperméabilisation de la membrane de la bactérie,
modification de la cible de I’antibiotique. Les bactéries du biofilm peuvent résister a la réponse
immunitaire de I’h6te et sont beaucoup plus résistantes aux antibiotiques que les cellules
bactériennes planctoniques. La capacité de former un biofilm est maintenant reconnue comme

une caractéristique propre a plusieurs microorganismes.

L’étude a porté sur l'identification des souches de Pseudomonas basée sur leurs caractéres

culturaux et biochimiques, sur 1’étude de leur résistance aux antibiotiques.

L’identification phénotypique a révélé la présence de Pseudomonas aeruginosa. La lecture et
I’interprétation des antibiogrammes montrent que les souches de Pseudomonas aeruginosa ont
une résistance totale a la colistine, la ceftazidime et a la céfazoline (100%) suivi par une

résistance importante a la vancomycine et au chloramphénicol (75%).

Les mots clés : Biofilm, Résistance aux antibiotiques, Pseudomonas aeroginosa.



coaddadl

sLiall mdas e (3lai s A jad g0 48 shimay Adlicall 4,0 LAY (e dadiie e gana & A Sl & gall dn2e Y]
Ol o dfis ) Ay sead) labiaal) daglia judl Apalae Ay iyl A el agl ann s LSl sy (50
Al oS 5l Ll &y goad) laliaall daslia ()5S5 Of (Sar ALK (g gaall 3 Ylad 2my o 4 guall cililiadlly
8 _ypaall 40 (555l (meall da s JalSi g dgsall <l alall (5 5k e A1) sl LIV L) Ao glall (s ) il
Ly m ) gl sae euiud G AibasS gl LY e (Gl 3B LSl ) LS e Jais A
gﬁ}.}ﬂ\ sLiall LSl Koy A sl Cilabiaall e cangd) ot ¢ LoyiSall clie (e olaadl oyt ¢ 4y gaall Claliadl)
e 0¥ Gall 2 3l sal) A S LAY (e gaad) clibimall R glia Sy Cinmall Ao liall st i slia

23830 all LS (e 20a11 8 jnee AaalAS (5 g slie S35 e 5l

Leiaslia Al jn o o pall Al 468E) paibad Gl Ao 488050 Y wass e Al oS
O L sl Claliaall jaudig 3ol B Hedai Ay jlai 1 4813 Sga s g g alhal) Jaaill aaad (RIS 4 gl Cilaliaall
3 xS daslie Ll (%100 ) Olsolndls mn slidudl s (fiend S 4K daglie Lepal Ayl 31 480 31 Y3

| .(75%) JsSaial ) 518U 5 Gl sSL

30 5la 3 A1 5N ¢ A gad) Calalioaal) A slia ¢ Ay suad) e Y s ) culalgl)



Abstract :

Bacterial biofilms are structured clusters of bacterial cells coated with a polymeric matrix
and attached to a surface. Biofilm protects bacteria and allows them to survive in hostile
environmental conditions. Antibiotic resistance refers to the fact that antibiotic treatment is no
longer effective on a bacterial infection. Resistance to antibiotics can benatural or acquired, two
main mechanisms of resistance either genetic mechanisms by chromosomal mutations and the
integration of small circular DNA strands that are transmitted from bacterium to bacterium
(plasmids), or biochemical mechanisms that call on several mechanisms: production of an
enzyme inhibiting the antibiotic, waterproofing of the membrane of the bacterium, modification
of the target of the antibiotic.. Biofilm bacteria can resist the host's immune response and are
much more resistant to antibiotics than planktonic bacterial cells. The ability to form a biofilm

is now recognized as a characteristic peculiar to several microorganisms.

The study focused on the identification of Pseudomonas strains based on their culturaland
biochemical characteristics, on the study of their resistance to antibiotics.

Phenotypic identification revealed the presence of Pseudomonas aeruginosa. The reading
and interpretation of the antibiograms show that Pseudomonas aeruginosa strains have total
resistance to colistin, ceftazidime and cefazoline (100%) followed by significant resistance to

vancomycin and chloramphenicol (75%).

Key words: Biofilm, Antibiotic Resistance, Pseudomonas aeroginosa.



Table des matieres

Liste des figures Liste

des tableaux Liste des

abréviations
T 0o [V Tod o] o 1SS USROS 1
Chapitre I : Les biofilms bactériennes
Lo HISTOTTQUE ..ottt b bbb 3
2. Qu’est-ce quUN DIOTHIM ..o s 3
3. Etape de formation de DIofilm ... 5
4. Nature homogéne ou hétérogéne de DIofilm ... 6
5. Composition de la matrice du DIOTHIM ... 6
6. Les facteurs de mobilité et d’adhérence .........cocovveireieiiiiieie e 7
7. Comment étudie-t-on les biofilms bactériens au laboratoire ?..........cccccoceveiiieniienennn. 8
8. un modeéle d’étude : Pseudomonas ABIrOgINOSA...........cuevuereeireerieieeseesieseesreeseesreesre e 9
9. LesS hIiofilm €t PROMIMIE .....ceoiiiiieiieic e 10
10. Exposition a des concentrations sous-inhibitrice d’antibiotique ..........ccocevveerereeerene 11
11. Tolérance aux antibiotiques et aux desinfectants ............cccoveveririinereinesee s 12
Chapitre 11 : Généralités sur les antibiotiques
I R o] o1 N AT ESY (o o U SO S 13
2. DEFINITION....uiiiieiieieie ettt bbb 14
3. Criteres de classification des antiDIOtiQUES............cceevveiieiierie i 14
3L L OTIZING vttt 14
K - 1110 (TG i To1 e s EO OSSPSR 14
3.3. L SPECIIE A ACLIVILE ..ottt 16
3.4, SEIUCLUIE CRIMIQUE .....evieieeie ettt st et e e e besre e sreere e 17
4. Principales classes et familles d’antibiotiques ..........ccocoverrireieiiieneeese e 17
5. Criteres d’efficacité et d’activité d’un antibiotiqUe..........ccccevvrviiiiieicee e 26
6. Les parametres d’activité d’un AntiDIOIQUE .......cccoververiiiiiiiceeee s 27
7.1, SPECIIE A ACLIVILE ....veieieieiiieetie ettt ettt e b n e e e et e e e e e nnn e 27
7.2. Bactériostatique et DACIENICIUR ........ccveiviiiie e 27
7. Pharmacocinetique des ANtiDIOTIQUES .........ccuvieiiiiniiere e 30
S TR AN 570 1 1 o] [PPSR 30
8.2, DISHIIDULION ...ttt te e esneeteeneesseeteeneenreas 31
ST I I 101y 0] 11T £ [ o USSR 31
8.4, ENMINALION. ...ttt bbbttt sb e bbbt 31



Table des matieres

Chapitre 111 : Les mécanismes de resistance aux antibiotiques

1. Résistance auxX antiDiOtIQUES........ccveuiiieieeie st 32
1.1. DETINITION dE 12 FESISTANCE.....c.veviiieiiiitirie e 32
1.2, TYPES A FESISTANCES ... ecveeiveeereeiiesteesteeeesteeste et e e e et esbe e e s e e be e e e s be e beeneesreesreeneennes 32
1.2.1. RESISTANCE NALUIEIL ......oviiiieiciee e 32
1.2.2. RESISTANCE ACQUISE ...vecveeieeeieiieeiieeie e e e see ettt e saesaeesteesaesraesaeaneesneesreenee e 32
2. MECANISMES 08 MESISTANCE ... ccuveeieiieieie ettt 33
2.1. MECANISMES GENELIQUE ... eeveevieeieeieeiecie st e ste et te e sraeste e teesbeetesneesaeenesneesreeneeas 33
2.1.1. La résistance CNrOMOSOMIGUE .......cueiieiueeieeeesieeieeiesteesteeeesreesseeeesseesaeeseesseesseeneens 33
2.1.2. La résistance extra chromosomique (plasmides) ........ccccoevveieiiieiiereeie e 33
2.1.3. Le phénomeéne de tolérance aux antibiotiqQUES ...........cccveveieerieiiieieese e 33
2.2. Mécanisme DIOCNIMIQUE .........ciiirieiiiie e 33
2.2.1. Modification de 1a CIDIE ........ccoeiie e 34
2.2.2. Inactivation enzymatique de I’ antibiotique ........cceeverererininieiese e 35
2.2.3. Diminution de la permeéabilité.............cooeiiiiiiiiiie e 35
3. Excreétion de I’antibiotique par mécanisme d’efflux ..........ccocevvrviierniinienniniesereen 36
4. Résistance aux antibiotiques par developpement de biofilms ..o, 37
5. Persistance des DACEIIES........cveriereiiiece et 37
6. les mécanismes de resistances dECOUVErtS FECEMMENt .........coveviereeirereieere e, 38
6.1. La métallo-B-1actamase NDM-1... ..o 38
6.2. Mycobactérium smegmatis et le mécanisme de persistance dynamique.................. 39

7. Lareponse SOS bactérienne : une voie efficace d’acquisition de résistance aux

ANTIDTOTIGUES ...ttt b ettt 40
8. La lutte contre I’antibio-rESISTANCE ..........ccveiirierieieiieiees e 42
8.1. Réduire la consommation d’antibiotique ..........ceeruereerererieieneieese e 42

8.1.1Surveillance de la consommation d’antibiotique et de la résistance bactérienne

........................................................................................................................................ 43
8.2. Hygiene, prévention des infections, et lutte contre les infections nosocomiales....... 45
8.2.1. La lutte contre les infections NOSOCOMIAIES ...........cccveveiiiiiiere i 45
8.3. Dans le domaing VELEIINGITE..........ccuevueieiieeeieie et 47
8.4. La PhagOtNerapIB.......ccuiiiiiiieiieiieiee e 47
8.4, 1. DETINITION ..ot e st e s te et eere e teeneesneesaeeneenneesneeneeas 47
8.4.2. Avantages de 1a phagothérapie ..........ccooeiiriiinieierese e 48

La partie expérimentale



Table des matieres

L. PrAIEVEIMENT ...ttt bbbttt b e bbbt 49
1.1. Technique de PréleVEMENT ..........cccveiiiieieee et 49
2. Isolement et IdentifiCatioN .........cccooiiiiiiiii s 49
2 I |V 1= 1 o o o] [0 =SSOSR 49
2.1.1. Isolement et identification phénotypique des souches bactériennes.............c.ccc....... 49
2.1.2. Identification phénotypique des souches bacteriennes ...........ccoccevvveveiieeieesieeieennn, 51
2.1.2.1. Identification MOrpholOgiQUE..........c.eiveiiiiiiiee e 51
2.1.2.2. Recherche des enzymes reSPIratOiresS........ccucueiveieeieseesesieseesie e e sie e s nee e 52
2.1.2.3. Recherche des PIgMENTS.........ccuiiieiiiie e 53
2.1.2.4. Biotypage par microgalerie AP ..o 53
3. Conservation des SOUCheS DACLEIENNES .........ccveiiiiiiiiiieee e 54
4. MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption and lonization Time-Of Flight
Mass Spectrometry MEthOd) ........c.ooiiiiiiie e 54
5. Détermination des cinétiques d’adhésion bactériennes par le biofilm Ring Test......... 54
6. Détection de la formation de biofilm par marquage au cristal violet ..............c.cccee.... 55
7. IMAgerie CRIIUIAITE ........ccoiiie e 56
7.1. MiCroscope & EPIfIUOTESCENCE ......c.vcueieiieieiiee et 56
7.2. TraitemMENT dES IMAYES ....ccueiiieiieieie ettt bbbt 56
8. Etude de la résistance aux antiDiotiqUES ..........cccooeireriieiiie e 56
8.1. Technique de 1’antibiOZramme ...........ccereriireiieiesie et 56
8.2, ANtIDIOtIGUES TESTES ... ettt et 57
9. Inhibition de la formation de biofilm par les aminosides .............ccoovvviininiiiiiice 58

9.1. La tobramycine et I'amikacine retardent I'adhésion et la formation de microcolonies
dans l'isolat de fibrose kystique de Pseudomonas aeruginosa ............ccccevveveerieseesieesveennenns 58

10. L’antibiofilmogramme ou 1’évaluation de I’effet des antibiotiques sur la formation du

DIOTHIM DACTEIIEN ...t reeseeeneesreene s 59
11.  Induction de la formation de biofilm par les Blactamineg...........ccccoeeveriiiriniiniiennnn 59
11.1. P. aeruginosa Antibiofilmogram révéle le r6le du p-lactame ...........ccccoveiiiiiiinnnns 59
12. Isolement et identification phénotypique des isolats bactériens............ccccceeeenenen, 61
12.1. Identification MOrpholOgIQUE .........cooiiiiiiiiiie e 61
12.2. ENZYMES FESPITALOIIES ..o..veeiviieiee ittt ettt ettt e e et s e e ba et e e teeaneeenrs 62
12.3. Recherche des pigments de PSEUdOMONES...........cccveiieiiiieiie i 62
12.4. Biotypage par microgalerie APl ...t 62

12.5. MALDI-TOF MS...c e 64



Table des matieres

12.6. Détermination des cinétiques d’adhésion bactériennes par le biofilm ring test. 64

12.7. Etude de la résistance aux antibiotiques (PSeudomonas) ..........cccccveveiveeveeresiiesieennnns 65
12.8. Inhibition de la formation de biofilm par les aminosides...........c.ccccecvvivevivereciesieenne 66
12.9. Induction de la formation de biofilm par les B-lactamines...........cccccecvvveviveiviieieenne 66
I TR I (ST 1 ESE] o] TP S USROS 68
Conclusion
Références

Annexe



Liste des figures

Figure 1 : Les étapes de formation de biofilm (Ren D et al, 2004) ........cccccevivevviieinennnne 5
Figure 2 : Docteur ALEXANDER FLEMING (Alexander Fleming (1881-1955)........... 13
Figure 3 : Mécanisme d’action des antibiotiques sur la bactérie (Mevius et al.1999 ;
OXOBY, 2002)....0cteieeeetesiee ettt sttt bttt et et eebe bt resre e nears 16
Figure 4 : Beta-lactamines (pénicillines-céphalosporines) (Cavallo et al, 2004 ; Ruppé,
20700) 1ottt Rt bR R bR R e Rt e Rt R et et Re bt eneerenre e eneeras 18
Figure 5 : Structure de base des aminosides (Vakulenko et Mobashery, 2003) .............. 21
Figure 6 : Structure de base des quinolones (Andriole, 2005)..........ccccooeieiereniineninennns 23
Figure 7 : Erythromycine, chef de file des macrolides (pharmacorama, érythromycine,
20709) et R Rt E R R Rt Re ettt re st et re et e 25
Figure 8 : Structure de base des cyclines (sciencedirect.com, cycline antibiotiques, 2019)
.............................................................................................................................................. 26
Figure 9 : Détermination de la CMI sur milieu liquide (Anonyme 1, 2012) .................... 28
Figure 10 : Détermination de la CMI sur milieu solide (Anonyme 1, 2012).................... 28
Figure 11 : Antibiogramme (Haute garonne.gouv, Visite sanitaire, 2019).................... 29

Figure 12 : Effet bactéricide concentration-dépendant, temps-dépendant (Chast F, Rev Fr
LaD;2004) ...ttt e ettt ne et e 30
Figure 13 : Les mécanismes de résistances aux antibiotiques ............cccccvvveveiiece e, 34

Figure 14: Le mécanisme de résistance aux ATBs par la modification des PLP au niveau

de la bactérie (Bevilacqua S, 2011) ......ccccooerieiieieiee e 34
Figure 15 : L’action des enzymes [-lactamase sur les ATBs agissant sur la bactérienne
(Moreliere M, 2000 @ 2009) ......ccveiieiieieiie et 35
Figure 16 : Le mécanisme de résistance par modification des porines de la membrane
DACLEFIENNE (A, 2016) ..ot 36

Figure 17 : Le mécanisme d’efflux exercé par la bactérie sur 1’antibiotique (A. Philippon
Y = L 00 OSSPSR 37



Liste des figures

Figure 18 : Isolement et identification des souches de Pseudomonas (Larpent, 1997)...50

Figure 19 : Technologie du Biofilm Ring Test (Chavant et al, 2007) ...........ccccovevvinenen. 55
Figure 20 : (a) Aspects macroscopiques et (b) microscopiques de certains isolats bactériens
............................................................................................................................................... 61

Figure 21 : Présence et/ou absence des enzymes respiratoires chez certains isolats
DACTEITEINS ...ttt bbbttt ettt bbb b 62

Figure 22 : Antibiogramme des différents isolats de Pseudomonas............ccccoevcreiinnnnnnee 63



Liste des tableaux

Tableau 01 : Recherche des enzymes reSpiratoires .........cceccvevvereesieesesseseeseesieseeseeneesenas 52
Tableau 02 : Critéres des antibiotiques testés sur les souches bactériennes (IPP, 1981) .. 58
Tableau 03: Aspects macroscopiques et microscopiques des Pseudomonas isolés a partir de
I’environnement hospitalier de certains établissements publics de la région de Guelma61
Tableau 04 : Recherche des enzymes respiratoires des isolats bactériens.............cccoeeveee. 62

Tableau 05 : Profils biochimiques des isolats bactériens sur les galeries miniaturisées API

Tableau 06 : Pseudomonas isolés a partir de I’environnement des établissements publics
hospitaliers de 1a région de GUEIMA............cooviiiii e 64

Tableau 07 : Score d’identification €S DACIETIES ........oove e 64



Liste des abréviations

ADN : Acide désoxyribonucléique.

ADNe : Acide désoxyribonucléique extracellulaire.

Al : Auto-inducteur.

AME : Aminoglycoside Modifying Enzyme (Enzyme modifiant les aminoglycosides).

ANSES : Agence nationale de sécurité sanitaire de I’alimentation, de I’environnement et

du travail.

ANSM : Agence nationale de sécurité du médicament.

API : Analytical profile index) Index du profil analytique).

ARN : Acide ribonucléique.

ARNmM : Acide ribonucléique messager.

ATB : Antibiotique.

BFI : Indice biofilm.

bla : Géne codant une B-lactamase

BLAST : Basic local alignement search too (Recherche d'alignement locale de base aussi).
BLSE : B-lactamase a spectre étendu.

BMR : Bactérie multi-résistante.

BRT : Biofilm ring test.

C1G : Céphalosporine de premiére génération.

C2G : Céphalosporine de deuxiéme génération

C3G : Céphalosporine de troisieme génération

CAG : Céphalosporine de quatriéme génération

CCLIN : Centre de coordination de lutte contre les infections nosocomiales.

CHU : Centre Hospitalier Universitaire.



Liste des abréviations

CIN : Comité de lutte contre les infections nosocomiales.
CMB : Concentration minimale bactéricide.

CMI : Concentration minimale inhibitrice.

CNAMTS : Caisse nationale d’assurance maladie des travailleurs salariés.
CTIN : Comité technique national des infections nosocomiales.
CV : Cristal violet.

DD-TEST : Double disc synergie test.

DDJ : Dose définie journaliere.

DHFR : Dihydrofolate-réductase.

DHPS : Dihydropteroate-synthétase.

DNase | : désoxyribonucléase |

DOS : 2-Désoxystreptamine.

EARS-NET : European antimicrobial résistance surveillance network (Réseau européen

de surveillance de la résistance antimicrobienne).

ECDC : European centre for disease prévention and control (Centre européen de

prévention et de contrdle des maladies).

ECP : Electrophorese en champ pulsé.

EDTA : Ethyléne diamine tétra acétique.

EPPI : Eau pour préparation injectable.

FDA : Food and drug administration (Administration des aliments et des médicaments).
I : Intermédiaire.

ICE : Intégrative and conjugative élément.

LCR : Liquide céphalorachidien.

LPS : Lipopolysaccharid.
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MEM : Méropéneme.

MH : Mueller Hinton.

OMS : Organisation mondiale de la sante.

PAB : Para-amino-benzoique.

PCR : Polymérase Chain Réaction.

PER: Pseudomonas Extended Résistance.

PGA : Poly B-1, 6-N-acétylglucosamine.

PLPs : Protéine liant les pénicillines.

QS : Quorum sensing.

R : Résistantes.

RAISIN : Réseau d’alerte, d’investigation et de surveillance des infections nosocomiales.
RT-PCR : Reserve transcriptase-polymérase Chain réaction.
S : Sensibles.

SARM : Staphylococcus aureus résistant a la méticilline.
SIDA : Syndrome d’Tmmunodéficience Acquise.

SHV: Sulfhydryl reagent Variable.

TEM: Temoneira : nom du patient.

TROD : Tests rapides d’orientation diagnostique.

UV : Ultra-violet.

VEB: Vietnam Extended-Spectrum p-lactamase (Vietnam B-lactamase a spectre étendu).
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Introduction

Depuis la découverte des biofilms, la vision des biologistes sur le monde microbien a
radicalement changé. En effet, les micro-organismes (bactéries, archées, champignons,
protistes, virus...) et, plus particulierement, les bactéries, ont été pendant longtemps
uniquement considérés comme existant sous une forme dite «planctonique», ¢’est-a-dire en
suspension dans 1’eau. Or, la vie microbienne de notre planéte a colonisé non seulement les
milieux aqueux mais également tous les milieux solides. Il est donc rare de trouver des
surfaces totalement dépourvues de microbes, autre nom des micro-organismes. On estime
d’ailleurs que 80% de la masse microbienne sur terre existe sous une forme adhérée
pouvant potentiellement donner naissance a un biofilm. Sachant que les micro-organismes
représentent plus de 90% des espéces et 60% de la biomasse sur terre, cela place les
biofilms comme le mode de vie principal sur la planéte. Dans la nature, les biofilms ont été
observés dans des niches écologiques aussi variées que la surface des plantes, les sols, les
interfaces air-eaux stagnantes, les sédiments marins, la peau, etc. La plupart du temps, ces
biofilms naturels comportent plusieurs especes. Tous les biofilms ont pour point commun
une cohésion des cellules assurée grace a une matrice extracellulaire. Celle-ci est
composée de polymeres complexes (souvent dérivés de polysaccharides), d’eau et
quelquefois de protéines et d’acides nucléiques. Elle constitue un véritable rempart
protecteur contre 1’environnement souvent hostile et confére au biofilm des propriétés de
matiere solide. Les exemples de biofilms « bénéfiques » sont pléthore. Au contraire,
lorsqu’une bactérie pathogene se développe en biofilm, elle devient plus résistante aux
traitements antibiotiques et elle est capable de coloniser facilement des implants médicaux,

ce qui représente la cause principale des infections nosocomiales.

La résistance aux antibiotiques s’est progressivement développée et concerne
aujourd’hui ’ensemble des bactéries pathogenes. Elle résulte de I'administration répétée
d'antibiotiques chez I'homme ou I'animal qui crée des conditions favorisant I’acquisition et
la dissémination de souches résistantes aux antibiotiques. La résistance des biofilms aux
antibiotiques est augmentée par rapport a ce qui est normalement observé avec les cellules

planctoniques.

Pseudomonas aeruginosa présente un niveau élevé de résistance naturelle aux antibiotiques.
Ainsi, les molécules habituellement actives sur cette bactérie sont de nombre restreint. Les
résistances acquises pour ces antibiotiques sont cependant trés fréquentes, résultant de

I’accumulation de mécanismes de résistance liés a des mutations chromosomiques et a

Y
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I’acquisition de génes exogeénes. Ce pathogéne opportuniste est caractérise par sa capacité a
persister et a résister au niveau de I’environnement hospitalier,ou se trouvent réunies toutes les
conditions favorables a son émergence et dissémination, et par sa rapidité d’acquisition de
résistances aux antibiotiques, aboutissant rapidement a une impasse thérapeutique, expliquant

ainsi les taux de résistance constatés dans de nombreux pays du bassin méditerranéen.

L’objectif de ce travail est de connaitre les différents mécanismes de résistance des biofilms
bactériens aux antibiotiques, pour cela les chapitres:

*Chapitre | : nous avons parlé des biofilms bactériens.

*Chapitre Il : Généralités sur les antibiotiques

*Chapitre 111 : contient les différents mécanismes de résistance des biofilms bactériens aux
antibiotiques, Et les moyens de lutter contre la résistance aux antibiotiques.

*Chapitre IV : La partie expérimentale : contient le matériel et la méthode, Résultats et

discussion.
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Chapitre | Les biofilms bactériennes

Chapitre I : Les biofilms bactériennes
1. Historique :

L’origine de la recherche en microbiologie est souvent associée aux observations d’ Antone
Van Leeuwenhoek qui, au XVlle siécle et grace a un microscope de son invention, mit en
¢vidence la présence d’organismes microscopiques a la surface de ses dents. Bien que d’abord
identifiés fixés sur un support solide, ce sont les formes libres et planctoniques des
microorganismes, qui ont été les plus étudiées ; des lors, 1’essentiel des connaissances
acquises résulte de travaux principalement réalisés sur ces formes, cultivéesdans des milieux
nutritifs liquides et agités. Quelques travaux attirent cependant I’attentionsur les interactions
existant entre les micro-organismes et les surfaces.

En 1933, Arthur Henrici plonge des lames de microscopie en verre dans son aquarium et
observe un dép6t de micro-organismes qui s’épaissit progressivement (Henrici, 1933). En
1943, Claude Zobell montre que, dans un récipient rempli de liquide, les bactéries colonisant
les parois sont plus nombreuses que celles en suspension (Zobell, 1943). Enfin, dans les
années 1980, les travaux de William Costerton mettent en évidence que 1’essentiel de la
biomasse microbienne est fixé sur des surfaces et constitue des populations hétérogenes
englobées dans une matrice extracellulaire riche en eau, en sucres et en protéines. Présentes
dans tous les environnements et associées a des surfaces minérales, végétales (surface des
feuilles) ou animales (surfaces des muqueuses, surfaces dentaires etc.), elles sont appelées
biofilms.

2. Qu’est-ce qu’un biofilm :

A. Le biofilm correspond a un environnement physiquement structuré L’utilisation de la
microscopie optique, puis convocable, a permis de montrer que le biofilm est composé
d’agrégats de micro-organismes, separés par des espaces libres, dépourvus de bactéries et
parcourus par des courants aqueux ; véritables « canaux », ceux-ci y assurent la circulationde
fluides et permettent a la fois ’apport de nutriments aux bactéries et 1’élimination de leurs
produits de dégradation (Lawrence et al.,1991). Ainsi, le biofilm n’est-il pas un milieu
homogéne, mais un environnement structuré qui présente souvent une architecture complexe,
tres variable d’un biofilm & 1’autre selon les micro-organismes qui le composent et les
conditions environnementales (Stoodley, Debeer et Lewandowski, 1994; Sutherland,
2001).

=,



Chapitre | Les biofilms bactériennes

B. La matrice extracellulaire est une caractéristique de nombreux biofilms Le
développement de 1’architecture des biofilms bactériennes est en grande partie li¢ a la
production de la matrice extracellulaire par les bactéries du biofilm. Cette matrice inclut tous
les éléments du biofilm autre que les micro-organismes. Elle est essentiellement composée
d’eau (jusqu’a 97 %), de polyméres polysaccharidiques secrétés par les micro-organismes, de
produits de dégradation et de substances provenant du milieu extérieur. Néanmoins, on peut
¢galement y trouver d’autres composants, tels que de ’ADN, de ’ARN et des lipides
(Sutherland, 2001).

C. Le biofilm est un environnement hétérogene.

Le développement tridimensionnel du biofilm conduit a la création de gradients physico-
chimiques. Ainsi, contrairement aux cultures classiques réalisées en milieux liquides agités, le
biofilm n’est pas un environnement homogéne car il présente des zones a teneursvariables en
oxygene ou en nutriments, qui présentent des valeurs de pH différentes. Les régions au centre
des agrégats bactériens sont généralement anaérobies et pauvres en nutriments, alors que
celles situées prés des canaux ou de I’interface entre le biofilm et le liquide sont mieux
oxygenées et plus riches en nutriments (Costerton et al, 1994). Le biofilm est un
environnement hétérogéne. Le développement tridimensionnel du biofilm condalement
anaérobies et pauvres en nutriments, alors que celles situées prés des canaux ou de I’interface
entre le biofilm et le liquide sont mieux oxygénées et plus riches en nutriments Cette
hétérogénéité physico-chimique s’accompagne d’une hétérogénéité métabolique, source de
microenvironnements qui permet la coexistence organisée d’especes bactériennes aux
propriétés métaboliques différentes et souvent complémentaires. Il en résulte une répartition
biologique organisée de nombreux micro- organismes dans le biofilm ou peuvent cohabité

bactéries, champignons, algues et protozoaires.

D. Les bactéries du biofilm possédent des propriétés spécifiques. La notion de biofilm recouvre
donc des formations biologiques assez différentes et souvent trés complexes, associant haute densité
bactérienne, production de matrice et croissance sur une surface. De nombreux travaux ont montré que
la formation d’un biofilminduit une expression différentielle des génes, comparée a celle des bactéries
planctoniques(Whi.Teley et al, 2001); (Beloin et Ghigo, 2005).
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Il faut également ajouter que 1’ensemble des caractéristiques structurales et
physicochimiques du biofilm confére aux bactéries qui le composent, des propriétés
spécifiques de morphologie, de croissance, de communication entre les cellules et de

résistances aux biocides, distinctes de celles des bactéries planctonique.

3. Etapes de formation de biofilm :

Espeéece bactérienne -
principale

Espéce bactérienne

6 secondaire

Adhérence Croissance Maturation Dispersion

Figure 1: Les étapes de formation de biofilm (Ren D et al, 2004).

L’observation directe des biofilms par microscopie, ainsi que les nombreuses études
génétiques réalisées sur les biofilms, ont conduit & un modele de développement en cing
étapes. Apres le conditionnement trés rapide de la surface, les bactéries se déplacent dans le
milieu liquide grace a la force du flux, a la gravitation et/ou aux mouvements de leurs
flagelles. Lorsque les bactéries sont au voisinage d’une surface, des forces d’attraction

physico-chimiques interviennent et conduisent & une interaction réversible avec la surface.

Dans un second temps, a mesure que les cellules se divisent, le nombre de bactéries
associées a la surface augmente et 1’adhésion devient irréversible. Cette transition vers une
adhésion irréversible correspond a la synthése de structures a la surface de la bactérie, qui
s’accompagne d’une profonde modification du profil d’expression des génes (Schembri,

kjaergaard et Klemm, 2003) ;(Beloin et al, 2004) ;( Ren D et al, 2004).

Les bactéries forment alors des amas a la surface et produisent des polysaccharides
extracellulaires. La troisieme étape est caractérisée par la formation de microcolonies
composeées a la fois des bactéries initiales qui se divisent et de bactéries qui s’attachent surle
biofilm en formation. Enfin le stade de maturation correspond au développement des

microcolonies et a la structuration du biofilm : les microcolonies se développent en piliers

S
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d’épaisseur variable au sein desquels les cellules sont englobées dans la matrice
extracellulaire. Les espaces separant les microcolonies deviennent les canaux du biofilm a
I’intérieur desquels les fluides nutritifs peuvent circuler. Certaines bactéries peuvent se
détacher du biofilm mature et rentrer dans la phase de dissémination. Cette derniere étape

permet la colonisation de nouvelles surfaces.
4. Nature homogene ou hétérogeéne de biofilm :

Qu’ils croissent sur un substrat vivant ou inerte, les biofilms sont dits homogenes quandils
sont composés d’une seule espece ; hétérogenes quand plusieurs especes sont associées.

Dans ce dernier cas, le biofilm peut étre également caractérisé hétérogénéité structurelle : en
son sein coexistent des différentiations géographiquement marquées en termes de populations
d’organismes mais aussi de gradients de PH , de teneur en oxygéne, avec des structures
évoquant parfois des pores, des canaux, des écailles, des couches, duresou souples selon les
cas ; au point de quelquefois presque évoquer une peau ou un super organisme autonome ou
symbiote de son hote. La biodiversité intrinséque d’un biofilm permet des synergies
bactériennes ou fongo-bactériennes qui améliorent sa résistance a certains facteurs de stress,
dont les antibiotiques (Burmolle M, Webb JS et al. (2006)).

5.Composition de la matrice du biofilm :

La matrice du biofilm est hautement hydratée et peut contenir jusqu’a 97 % d’eau. Ellepeut
étre constituée de polysaccharides, de protéines, d’acides nucléiques, d’agents tensioactifs, de
lipides, de glycolipides et de cations (Karatan E, Watnick P. 2009) (Flemming H-C,
Wingender J.2010). La composition de la matrice varie selon 1’espece bactérienne et les
conditions de croissance. Un des exopolysaccharides le plus souvent retrouveés est un
polymere de B-1,6-N-acétyl-D-glucosamine (polyglucosamine, PGA ou PNAG). On retrouve
ce polymeére chez plusieurs espéces bactériennes, dont Escherichia

coli, Staphylococcus aureus et Staphylococcus epidermidis, Yersinia pestis, Bordetella spp.
Et Actinobacillus spp. La cellulose, un polymere linéaire de glucose, est également retrouvée
fréeguemment chez diverses espéces et genres bactériens, dont E. coli, Salmonella,
Enterobacter et Pseudomonas. Il existe plusieurs autres polysaccharides dont le glucane chez

Streptococcus mutans et 1’alginate retrouve chez Pseudomonas.

iy
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6. Les facteurs de mobilité et d’adhérence :

G.A. O’Toole et R. Kolter ont développé une méthode de criblage génétique qui a permis de
caractériser un certain nombre de déterminants importants dans la formation de biofilm
(O’Toole GA, Kolter R. 1998). Ce criblage est fondé sur la capacité de la population
bactérienne de s'attacher a la paroi des puits d’'une plaque de microtitration, la présence
d’unbiofilmétant alors révelée par une coloration au cristal violet (O’Toole GA, Kolter R.
1998). Dans le cas de P. aeruginosa, le film est localisé a l'interface air-liquide. Ce criblage
relativement simple a permis de tester de larges collections de mutants. G.A. O'Toole et R. Kolter
ont ainsi mis en évidence deux classes de mutants, I'une étant défectueuse dans la mobilité
flagelle, l'autre dans la biogenese des pili de type IV (O’Toole GA, Kolter R. 1998).

Le flagelle est un appendice extracellulaire, polaire chez P. aeruginosa, constitué
essentiellement par la sous-unité FIiC et permettant a la bactérie de se déplacer en milieu
liquide ou semi-solide. G.A. O’Toole et R. Kolter ont confirmé,en utilisant la microscopie,
qu’un mutant défectueux dans la formation du flagelle n’adhére que trés faiblement au
support (O’Toole GA, Kolter R. 1998).

Récemment, nous avons montré que non seulement la présence du flagelle mais, également,
son fonctionnement normal est important pour I’attachement au support (Vallet I, Olson JW,
Lory S, Lazdunski A, Filloux A.2001). En effet,des mutants dans les génes motA ou motY,
qui codent pour des éléments du moteur du flagelle mais dont I’inactivation n’empéche pas
I’assemblage, sont incapables d’adhérer a un support. Ces observations indiquent que le
flagelle est particulierement important pour 1’approche du support.

Les pili de type IV sont des structures fibrillaires présentes au p6le de certaines bactéries a
Gram négatif, dont P. aeruginosa, et qui sont impliquées dansun type particulier de mobilité
appelée twitching motility (Wall D, Kaiser D.

1999). Ils permettent plus particulierement des mouvements a 1’interface de surfaces solides,
mouvements fondés sur la capacité de rétraction de ces pili. Labiosynthése des pili de type 1V
fait intervenir plus d’une vingtaine de génes, la sous-unité structurale étant codee par le géne
pilA.

Contrairement aux mutants dépourvus d’un flagelle fonctionnel, les mutants dont la
biogenese des pili de type IV est affectée peuvent former une monocouche cellulaire sur un
support, mais sont en revanche incapables de former les microcolonies caractéristiques

(O’Toole GA, Kolter R. 1998). Cette observation confirme que la formation des micro-
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colonies est bien un mécanisme d’agrégationcellulaire qui nécessite une mobilité, et non pas
seulement une croissance clonale apartir d’une cellule bactérienne donnée. Chez d’autres
organismes, comme Escherichia coli, il a été montré que des appendices extracellulaires
comme les fimbriae (Pratt LA, Kolter R.1998) ou les « curli » (Prigent-Combaret C,
Brombacher E, Vidal O, et al.2001), sont également importants lors de la formation du
biofilm. En utilisant le type de criblage décrit par O’Toole et Kolter, mais en modifiant
Iégerement les conditions de croissance, nous avons pu identifier chez P. aeruginosa de
nouveaux facteurs d’attachement (Vallet I, Olson JW, Lory S, Lazdunski A, Filloux
A.2001). En effet, des mutations dans les génes que nous avons appelés cupA (cup pour
chaperone usher pathway) empéchent ’attachement au plastique. La voie chaperone usher
pathway permet 1’assemblage de pili de type fimbriae, qui est essentiels a 1’adhérence des E.
coli uropathogénes (Sauer FG, Barnhart M, Choudhury D, Knight SD, Waksman G,
Hultgren SJ.2000). Ce type de systeme n’avait jusqu’alors pas été décrit chez

P. aeruginosa.

Le flagelle, les pili de type IV ou encore les Cup sont donc des appendices de surface,
essentiels a la formation du biofilm, plus particulierement dans sa phase initiale. On a vu en
particulier comment le flagelle et les pili de type 1V permettentl’approche et la colonisation de
la surface. Dans I’étape suivante, ces structures ne sont probablement plus nécessaires et
laissent la place a d’autres déterminants quivont permettre la structuration et la différenciation
en biofilm. Récemment, Peter Greenberg et ses collaborateurs (Whiteley M, Bangera MG,
Bumgarner RE, et al.2001).Ont réalisé une étude visant a déterminer la variation de
I’expression des génes chez des bactéries organisees en biofilm par rapport a des bactéries
planctoniques grace a I’utilisation de puces a ADN du génome de P.aeruginosa.Cette étude
montre, entre autres, que 1’expression des geénes codant pour PilA, la sous-unité structurale du
pilus de type IV, FIiC, la sous-unité structurale du flagelle, et CupAl, une sous-unité de type
fimbriae, diminue en contexte biofilm. Cela confirme bien que ces structures ne sont pas

nécessaires au maintien du biofilm, une fois le développement débuté.
7. Comment étudie-t-on les biofilms bactériens au laboratoire ?

Les approches experimentales classiques pour étudier les microorganismes ne sont pas
adaptées a 1’étude de leur mode de vie complexe en biofilms. Au cours des derniéres annees,
les chercheurs ont donc développé différents modéles expérimentaux associant analyse

moléculaire et microscopie.

-,
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*Les bactéries modeles :

La majorité des especes bactériennes étudiées en laboratoire forment des biofilms. Les
bactéries modeles les plus étudiées sont Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli et Vibrio
cholerae. Ces bactéries pathogenes ou commensales & Gram négatifs sont facilement
manipulables et ont permis I’identification et I’étude de nombreux facteurs moléculaires
impliqués dans la formation des biofilms. Plusieurs équipes travaillent également avec la
bactérie a Gram positif Staphylococcus aureus qui est impliquée dans de nombreuses

infections nosocomiales.
*Les modeéles de culture :
*Etude des biofilms en microplaques :

L’utilisation des modeéles statiques de biofilms de Pseudomonas aeruginosa et Escherichia

coli, a permis d’avancer considérablement dans la compréhension dece mode de vie.

La technique des microplaques multi-puits, couplée a I’analyse de mutants de transposition, a
permis d’identifier de nombreux geénes impliqués dans la formation des biofilms sur des
surfaces abiotiques (Genevaux, Muller et Bauda, 1996 ; Pratt et Kolter, 1998 ; O’toole et
Kolter, 1998). Un grand nombre de laboratoires utilisent ce modele pour étudier les étapes

précoces de la formation des biofilms.

*Etude des biofilms matures : Afin d’identifier et d’étudier les facteurs moléculaire impliqués dans la
maturation et la structuration du biofilm, on utilise des modeéles de culture continue comme le micro
fermenteurs ou les chambres en flux (flow-cell), inoculés avec des souches bactériennes exprimant des
protéines fluorescentes(Beloin, DA RE et Ghigo 2005). Le développement de la structure

tridimensionnelle du biofilm est ensuite suivi par microscopie confocale laser(Reisner et al, 2003).
. UN mode¢le d’étude : PSEUDOMONAS AERUGINOSA

De nombreuses bactéries, importantes sur le plan médical, ont fait I’objet d’études quant
a leur capacité de former des biofilms (Costerton JW, Stewart PS, Greenberg EP1999). On
peut citer par exemple des bactéries a Gram positif, comme Staphylococcus aureus ou
Staphylococcus epidermidis, et des bactéries a Gram négatif comme Vibrio cholerae,
Escherichia coli ou P. aeruginosa.
Parmi celles-ci, P. aeruginosa a fait 1’objet d’études assez complétes et informatives surles

mécanismes moléculaires qui interviennent lors du développement d’un biofilm.

P. aeruginosa est une bactéric a Gram négatif que ’on trouve dans de nombreux

environnements comme le sol, I’cau ou la végétation. C’est également un pathogéne
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opportuniste capable d’infecter une multitude d’hdotes comme les nématodes, les insectes,
I’homme et méme les plantes plantes (Rahme LG, Ausubel FM, Cao H, et al.).Chez
I’homme, P. aeruginosa est la cause majeure d’infections nosocomiales chez les patients
immunodéprimés. Parmi les affections les plus courantes, on peut citer les pneumonies, les
permettant 1’attachement, les facteurs sécrétés que sont les toxines et les enzymes (FillouxA,
Michel G, Bally M.), ou des métabolites comme le cyanide et les phénazines.

L’infection chronique se caractérise par la formation du biofilm bactérien, comme c’est lecas
dans le poumon des patients atteints de mucoviscidose. L’éradication d’un biofilm bactérien
pose de graves problemes sur le plan médical.

En effet, si les traitements antibiotiques classiques sont efficaces sur les bactéries
planctoniques, ils s’avérent bien moins probants sur un biofilm (Brooun A, Liu S, Lewis K
2000). Lorsque I’on sait que P. aeruginosa est naturellement résistant a un certain nombre
d’antibiotiques, de par la faible perméabilité de son enveloppe cellulaire mais également par
la présence de nombreuses pompes d’efflux ( Poole K. 2001), qui rejettent hors de la cellule
les drogues qui y pénétrent en faible quantité, on imagine la difficulté a trouver un traitement
efficace pour les patients atteints de mucoviscidose. La formation dubiofilm est également un
infections du tractus urinaire, des brdlures, des plaies ou bien encore les septicémies. De plus,
P. aeruginosa est directement responsable du taux de mortalité élevé et précoce chez les
patients atteints de mucoviscidose (Costerton JW, Stewart PS, Greenberg EP 1999).

La pathogénicité de P. aeruginosa est multifactorielle et met en jeu des adhésines facteur de
résistance face a la réponse immunitaire de 1’hote (Costerton JW, Stewart PS, Greenberg EP
1999). La raison précise de ces phénomenesn’a pas été clairement établie et plusieurs
hypothéses ont été avancées. Les bactéries au sein du biofilm sont dans un environnement
pauvre en nutriments et par conséquent ont unmétabolisme ralenti et une croissance lente, ce
qui rend inefficace une grande majorité d’antibiotiques. Ou encore, la présence de la matrice
d’exopolysaccharide ralentit la pénétration d’antibiotiques et de biocides. Ainsi, I’alginate
peut capturer le peroxyde d’oxygene, les radicaux libres relargués par les macrophages ou
encore certains antibiotiques.

9. Les biofilms et ’homme :

Les biofilms sont responsables d’infections chroniques et posent de nombreux
problemes dans le domaine médical. Les infections liées a des biofilms touchent
majoritairement les personnes légerement ou fortement immunodéprimées et impliquent

souvent des bactéries commensales comme Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus

E

aureus et Pseudomonas aeruginosa (Costerton, Stewart et Greenberg, 1999).
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Caractérisées par des symptdmes qui surgissent de facon récurrente, elles contribuent de
maniere tres importante aux infections nosocomiales : En effet, les biofilms ont la capacitéde
se développer sur divers instruments médicaux : sondes urinaires, cathéters veineux, tubes de
ventilation artificielle, prothéses orthopédiques etc... Dans la majorité des cas, la seule
solution efficace est le retrait de I’instrument infecté. D’autre part, la contamination des
systemes de climatisation, de ventilation et de distribution d’cau par des biofilms abritant des
micro-organismes pathogénes, contribue a la propagation des infections en milieux
hospitaliers ou non hospitaliers mais également dans les environnement agroalimentaires ou
les biofilms sont une source importante de nuisance (Donlan et Costerton, 2002). Protection
vis-a-vis du systeme immunitaire En plus de leur résistance accrue aux antibiotiques, les
biofilms sont protégés vis-a-vis du systétme immunitaire des hotes infectés. La taille des
biofilms est tout d’abord un frein important au processus de phagocytose. Les cellules
phagocytaires liberent des enzymes qui ont trés peu d’effet sur le biofilm et qui peuvent
endommager les tissus (Khoury et al, 1992). La matrice extracellulaire est également une
barriere au systeme immunitaire de 1’hote car elle empéche la reconnaissance des antigénes
bactériens par les anticorps (Costerton ; Stewart et Greenberg, 1999).

10.  Exposition a des concentrations sous - inhibitrice d’antibiotique :

Les données disponibles sur le biofilm exposé a des concentrations sous inhibitrices (sous-
CMI) d’antibiotiques sont contradictoires. Dans des études précédentes, il a été observé que

la présence de concentrations sous-CMI d’aminoglycosides et de - lactamines induisaient

la formation de biofilm chez P. aeruginosa, E. coli et S. epidermidis(Hoffman, L.R., et al,
2005) (Rupp, M.E. and K.E. Hamer,1998).

Il a également été observé que la présence de cefoxatime a une concentration de 0.5 X laCMI
induirait la formation de biofilm ainsi que la production d’exopolysaccharides chez trois
isolats de Salmonella enterica serovar Typhimurium ( Majtan, J., et al.,2008).Chez des
isolats de S. aureus avec une résistance intermédiaire a la vancomycine, il a été démontré que
des doses sous-CMI de vancomycine induisaient la formation de biofilm surdes surfaces en
nylon et en silicone alors que de faibles doses d’oxacilline facilitaient la formation de biofilm
sur des surfaces en verre (Mirani, Z.A. and N. Jamil,2010). Les bactéries pathogenes étant
exposeées a des concentrations sous-inhibitrices chez lespatients en thérapie, I’augmentation du
biofilm pourrait donc représenter un probleme majeur pour I’éradication de I’infection
(Odenholt, 1., 2002).

D’un autre cOte, il a été démontré que des concentrations de moxifloxacine de 0.03 et

0.06 fois la CMI diminuaient significativement I’adhésion et la formation de biofilm par

E
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Stenotrophomonas maltophilia (Pompilio, A., et al.2010). Chez S. epidermidis et
Staphylococcus haemolyticus, une plus faible densité cellulaire a été observée dans les
biofilms qui se sont formes en présence de concentrations sous-CMI de dicloxicilline (Cerca,
N., et al, 2005).
8. Tolérance aux antibiotiques et aux désinfectants :

Un des traits associés aux bactéries en biofilm est leur tolérance accrue aux antibiotiques, aux
stress environnementaux ainsi qu’aux désinfectants. Lorsque les bactéries se retrouvent en
biofilm, elles deviennent de 10 a 10 000 fois plus resistantes que les cellules planctoniques
(Davies, D., 2003). Il a é té démontré par (Luppens et al. (2002) qu’il fallait augmenter de
600 fois la concentration d’hypochlorite de sodium, qui est considérée comme 1’un des agents
antibactériens les plus efficaces pour détruire un biofilm formé par S. aureus, en comparaison
avec une culture planctonique de la méme espéce ( Luppens, S.B., et al., 2002). Plusieurs
facteurs ont été suggérés pour expliquer cette augmentation de la résistance chez les bactéries
en biofilm. Premiérement, les bactéries en biofilm, et surtout celles retrouvées au centre,
posséderaient un métabolisme ainsi qu’un taux de croissance réduits ce qui les rendrait moins
sensibles aux antibiotiques. La matrice extracellulaire, en plus de bloquer physiquement le
passage des molécules, pourrait absorber ou réagir avec les antimicrobiens et désinfectants, ce
qui diminuerait la quantité pouvant affecter les bactéries. Finalement, les bactéries en biofilm
seraient physiologiquement différentes descellules planctoniques et exprimeraient des facteurs
de protection, comme les pompes a efflux et les régulons impliqués dans la réponse aux stress
(Stewart, P.S., Gilbert, P., etal, 2002). Le transfert horizontal de génes entre bactéries
participerait également a I’adaptation du biofilm a son environnement. En effet, le transfert de
plasmides, de transposons et d’intégrons permettrait aux bactéries d’acquérir des génes codant
pour de nouvelles voies métaboliques, des facteurs de virulence ainsi pour la résistance aux
antibiotiques (Top, E.M., D. Springael, and N. Boon, .2003,Kelly, B.G., A. Vespermann,
and D.J. Bolton,2009). Dans I’environnement, les biofilms retrouvés sont composés de
plusieurs espéces bactériennes et les interactions entre celles-ci pourraient permettre
I’émergence d’un phénotype spécifique aux biofilms. Habimana et al. (2010) ont démontré
que le pathogénealimentaire E. coli 0157 :H7 formait un biofilm possédant 400 fois plus de
biovolume lorsqu’il était cultivé en présence de la bactérie Acinetobacter calcoaceticus que
lorsqu’il était cultivé en monoculture. D’autres études ont également démontré que les
biofilms composés de plusieurs espéces étaient généralement plus résistants a la désinfection
que lesbiofilms ne possédant qu’une seule espéce (Luppens, S.B., et al, 2008, Simoes, M.,

L.C. Simoes, and M.J. 2009).
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Chapitre Il : Géneralités sur les antibiotiques
1. Rappel historique

En 1889, PAUL VUEILLEMIN introduit le terme « antibiose » pour décrire le principe

actif d’un organisme vivant qui détruit la vie des autres pour protéger sa propreVie.

En 1897, ERNEST DUCHESNE envisagea de faire une activité des moisissures a des
fins thérapeutiques, mais son idée ne se mettra en place qu’au XXéme siécle a la suite de la
découverte du docteur ALEXANDER FLEMING : en 1929, il remarqua qu’une de ses
cultures de staphylocoques est en partie décimée : les bactéries ont été contaminées par les
moisissures penicillium notatum, il constata aussi qu’elle ne se développe plus la ou la
moisissure prolifere (Bakalar N. Penicillin, 1940). 1l formule alors I’hypothése que cette
derniére synthétise une substance « la pénicilline » qui bloque le développement de la
bactérie. Il essaye alors d’extraire le principe actif des moisissures, mais toutes ces tentatives
se soldent par des échecs. Dix ans plus tard, le biochimiste american RENE DUBOS isole le
premier antibiotique (ATB) : Gramicidine, celle-ci produite par des bactéries du sol, tue les
pneumocoques. Pourtant, ce premier ATB reste extrémement difficile a purifier et hautement

toxique.

Le premier ATB synthétisé a été créé par un biochimiste allemand GERHARD
DOMAGK. En 1932, il a découvert qu’un colorant le sulfamidochrysoidine avait un effetsur
les streptocoques. Il a alors tout de suite breveté sous le nom prontosil ; d’ailleurs il aregu le
Prix Nobel pour sa découverte en 1939. En découvrant I’hémisyntheése, il a ouvertla voie a

I’antibiothérapie moderne (Ghouli A, Senoussi A, 2015).

Figure 2 : Docteur Alexander Flemming (Alexander Fleming (1881-1955).
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2.Définition
Le mot antibiotique (du grec anti : « contre », et bios « la vie ») est utilisé pour définirune

substance d’origine naturelle ou synthétique, utilisée contre les infections d’origine

bactérienne.

On peut ajouter a cette définition générale que 1’antibiotique posséde la capacité de tuerles
bactéries (effet bactéricide) ou d’inhiber leur multiplication (effet bactériostatique).
Certains antibiotiques peuvent, en fonction de leur concentration, étre bactéricides ou

bactériostatiques.

D’un point de vue médical, il est nécessaire que 1’antibiotique exerce sa toxicité de facon
élective envers les bactéries, au moins aux doses employées afin ne pas provoquer de trop

nombreux effets indésirables.

Globalement, en moins d’un siecle, les antibiotiques ont augmenté 1’espérance de viede
plus de dix ans, soit plus qu’aucun autre médicament (McDermott W, Rogers DE. Johns
Hopkins Med J 1982).

3. Critéeres de classification des antibiotiques
La classification des antibiotiques peut se faire selon :

3.1 L’origine : élaborée par un organisme (naturel) obtenus a partir d’autre

microorganismes, ou produit par synthese obtenus par synthése pur ou en association a des
produits de synthese ou a des produits biologiquement obtenus (semi synthétique), (Kone
Mns, 2009).

3.2 Le Mode d’action : plusieurs mécanismes d’action, on cite la paroi, membrane
cytoplasmique, synthése des protéines, synthése des acides nucléiques (D. Mohammedia,

2012). (figure3). (Mevius et al.1999 ; Oxoby, 2002).

3.2.1 Antibiotiques agissant sur la synthese du peptidoglycane

Les classes les plus importantes dans ce type d’ATBs sont les Bétalactamines, les
Glycopeptides ainsi que la Fosfomycine. Ils agissent en interférant avec la biosynthese du
peptidoglycane. Les précurseurs du peptidoglycane sont synthétisés dans le cytoplasme et

assemblés al’extérieur de la membrane cytoplasmique. Lorsque les bactéries sont en phase

E

de croissance, il existe des phenomeénes de synthese et de destruction du peptidoglycan.
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L’équilibre entre ces deux phénomeénes est rompu par les ATBs inhibant la synthése de

peptidoglycane. 1l en résulte I’altération de la paroi ayant un effet létal pour la bactérie.

La Fosfomycine : bloque la phase initiale de synthése du peptidoglycane (Inhibe la
pyruvate-N-acétylglucosamine-transférase, enzyme permettant de constituer les précurseurs
du peptidoglycane). Les Bétalactamines et les Glycopeptides (en formant descomplexes avec
des précurseurs du peptidoglycane, ils sont également bactéricides, du fait de la lyse
bactérienne qu’ils provoquent.) Bloquent la phase finale de polymérisation (Vanessa Janin,
2010).

3.2.2 Les Antibiotiques actifs sur la membrane

Colistine : appartient au groupe des Polymyxines qui sont constituées d’un polypeptide
cyclique et d’un acide gras. Ils ont une charge électropositive qui agit comme des
détergents cationiques. lls se fixent aux phospholipides de la membrane cytoplasmique et
sur la membrane externe des bactéries Gram négatif. L’altération de ces deux membranes
entraine des troubles de perméabilité. Il en résulte une rupture de 1’équilibre osmotique de
la cellule bactérienne et un rélargage dans le milieu extérieur des constituants

intracellulaires ; ce qui entraine la mort de la bactérie.
3.2.3 Les Antibiotiques actifs sur ’ADN
3.2.3.1 Inhibiteurs de la réplication

Les quinolones : sont largement utilisés en clinique, Nitrofurane : ciblent I’ADN, leurs
activités nécessitent une réduction de leurs groupements NO2 réalisée par les
nitroréductase des bactéries aérobies. Les dérives réduites provoquent des coupures et

desmutations dans I’ADN.
3.2.3.2 Inhibiteurs de la transcription

La rifampicine : Bloque la transcription par la liaison & la sous-unit¢ p de I’ARN-

polymeérase bactérienne, elle est également bactéricide (Jean-luc Aboya Moroh, 2013).
3.2.4 Antibiotiques agissant sur la synthese protéique

La synthése des protéines s’effectue dans le cytoplasme au niveau du ribosome bactérien 70S
par transcription de ’ARNm. Les ATBs de cette catégorie les plus utilisés en médecine sont

les Aminosides, Macrolides, Tétracyclines, Chloramphénicol (Se lie ala sous-unité 50S
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empéchant 1’attachement des ARN de transfert au site A du ribosome.

C’est un antibiotique bactériostatique).Acide Fucidique (L’Acide Fucidique agit sur la
synthese protéique en inhibant le facteur d’¢longation G (translocase), ce qui bloque la
traduction de I’ARNm au niveau de la sous-unité 50S du ribosome) (Belhadj Asmaa,
Belboula Hind; 2015).

3.2.5 Antibiotiques agissant par inhibition compétitive

Sulfamides : Ce sont des inhibiteurs enzymatiques de la biosynthése de D’acide
tétrahydrofolique, précurseur des bases puriques et pyrimidiques constitutives de I’ADN
bactérien. Les sulfamides se comportent comme des analogues structuraux de ’acide para-
amino-benzoique (PAB) : molécule représentant le point de départ de la synthése des folates.
IIs bloquent ainsi par inhibition compétitive la dihydropteroate-synthétase (DHPS)qui analyse
la premiére réaction de cette chaine métabolique. Les diaminopyrimidines (Triméthoprime)
agissent par inhibition de la dihydrofolate-réductase (DHFR) qui permet la réduction de

I’acide hydrofolique en acide tétrahydrofolique (Vanessa Janin, 2010).

Triméthoprime : C’est un analogue stérique du noyau ptéridine de 1’acide dihydrofolique, il
inhibe I’action de la dihydrofolate réductase (D.MOHAMMEDI, 2012),(Ramseyer Jérémie,
2010).

Inhibition de la Inhibition de la Inhibition de la synthése
synthése de la paroi synthése des ARN des protéines
. -, -
q. sQ“ \"
&7 v
S—— —— il D ‘
o Transcription Traduction : -
Inhibition de la ARN Ribosome Protéine
- P . . R m
synthése de ==~, = .-- ‘)J'Repllcatlon
I'’ADN bactérien
Réaction enzymatique
ADN < nd BB e
S+E+~ ES+~ E+P
.q
e =
' H
H H
Désorganisation de la Inhibition de réactions
structure membranaire du métabolisme

Figure 3 : Mécanisme d’action des antibiotiques sur la bactérie (Mevius et al.1999 ;
Oxoby, 2002).

3.3 Le spectre d’activité : spectre étroit ou large (Morghad Touhami, 2013).
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3.4 Structure chimique :

4.4 La classification selon la nature chimique permet de classer les
antibiotiques en familles(beta-lactamines, aminosides, tétracyclines...etc.),
(Van Bambeke F, Pharm S, 2007- 2008) nous adopterons cette
classification, qui est la plus utilisée (Tres variable), sur laquelle il y a

ensuite hémi synthése (voir Annexe 1).

4. Principales classes et familles d’antibiotiques :
On distingue cing classes principales d’antibiotiques (Eureka Santé par VIDAL,2018)

En dehors de ces cing classes (Antibio-responsable, avril 2018), on retrouve aussi, les
glycopeptides ou lipoglycopeptides (vancomycine, teicoplanine, dalbavancine), la
fosfomycine, un lipopeptide (daptomycine), les polymyxines, les phénicols, 1’acidefusidique,
les oxazolidinones, les quinoléines, la mupirocine, les sulfamides et triméthoprine, les

produits nitrés et les antituberculeux.
4.1 Les béta-lactamines :

Elles sont bactéricides, elles bloquent la synthése de la paroi bactérienne, Le groupe

principal et le plus ancien est celui des pénicillines

Certains inhibiteurs de béta-lactamases (acide clavulanique, sulbactam, tazobactam)

possédent également un noyau béta-lactame. Ces inhibiteurs sont toujours utilisés en

association. L’avibactam est également un inhibiteur des béta-lactamases mais ne possédepas

de noyau béta lactame comme les préceédents (Ambler, R.P. (1980).
*Structure et classification :

La base commune a toutes les B-lactamines est le noyau azétidinone, qui contient la
structure carbonyle lactame indispensable pour ’activité de ces molécules (Bryskier,
1999). A partir de cette structure, cing groupes ont été développés par adjonction d'un cycle
latéral: les pénames, les céphémes, les pénemes, les monobactames et les inhibiteursde -

lactamases (Cavallo et al. 2004).
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4.1.1 Pénames (Pénicillines)

Il s'agit d'un groupe de molécules, ayant en commun le noyau péname, qui est caractérisé
par un pentacycle saturé (cycle thiazolidine) associé au noyau B-lactame. Selon la nature de
la chaine latérale, on a défini plusieurs sous-classes, dont les plus utilisées sont les
aminopenicillines (ampicilline, amoxicilline), les carboxypénicillines (ticarcilline) les

uréidopénicillines (pipéracilline) et les amidinopenicillines (pivmecillinam) (Ruppé, 2010).
4.1.2 Céphemes (Céphalosporines)

Leur noyau de base associe un cycle B-lactame a un cycle dihydrothiazine pour formerle
noyau céphéme. La particularité du noyau céphéme et les nombreux radicaux de
substitution proposés expliquent les propriétés antibactériennes différentes des
céphalosporines, justifiant leur distinction fonctionnelle en plusieurs générations, despectre
et d’intérét clinique variables (Cavallo et al. 2004). On distingue ainsi: Les céphalosporines
de premiére génération (C1G) : elles sont plutét actives sur les bactéries a Gram positif.

Exemples : céfalotine, céfazoline et céfalexine.

Les céphalosporines de deuxiéme génération (C2G) : elles ont un spectre étendu vers les

bactéries a Gram négatif. Exemples : céfamandole, céfuroxime, céfoxitine et céfotétan.

Les céphalosporines de troisieme génération (C3G) : elles ont un spectre étendu a laplupart
des entérobactéries. Exemples : céfotaxime, ceftazidime, ceftriaxone et céfopérazone.

Les céphalosporines de quatrieme génération (C4G) : elles sont relativement stables a
I’hydrolyse des céphalosporinases. Elles restent actives sur les entérobactéries ayant acquis
une resistance aux C3G par hyperproduction d'une céphalosporinase. Exemples : céfépime
et cefpirome (Ruppé, 2010).

Noyau péname Noyau céphéme

Figure 4 : Beta-lactamines (penicillines-céphalosporines) (Cavallo et al., 2004 ; Ruppé,
2010)
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4.1.3 Pénémes

Les pénemes se caractérisent par la présence d’un cycle penta-atomique insaturé collé au
cycle B-lactame. En fonction de I’hétéroatome fixé en position 1, on distingue trois groupes :
les sulfopénemes, les carbapénémes et oxapénemes (Bryskier, 1999). Les carbapénémes
possedent un tres large spectre antibactérien associé a une grande stabilité envers la quasi-
totalité des B-lactamases. Elles sont considérées comme traitement de choixdes infections
séveres a bactéries a Gram negatif (Kattan et al. 2008). Quatre molécules sont
commercialisées : I’'imipénéme, le méropéneme, I’ertapénéme et le doripéneme (Nordmann
et Carrer, 2010).

4.1.4 Monobactames

Se caractérisent par la présence du noyau monocyclique, azétidine, limité au cycle -
lactame. L’aztréonam est le seul monobactame commercialisé (Ruppé, 2010). Il montre une
tres bonne activité contre les bactéries & Gram négatif aérobies et plus particuliérement contre
les entérobacteéries, pour lesquelles il posséde une activité comparable a celle des
cephalosporines de troisieme génération en raison de sa bonne stabilité vis-a-vis des -

lactamases (Cavallo et al. 2004).
* Inhibiteurs de p-lactamases

Il s’agit de I’acide clavulanique (clavame ou oxapéname), sulbactam et tazobactam
(pénicillines sulfones). Ce sont des B-lactamines a faible activité antibactérienne intrinséque.
Associés a une B-lactamine, ils en restaurent I'activité antibactérienne qu'elle n'avait plus du
fait de son hydrolyse par les -lactamases (Cavallo et al. 2004). En effet, I’acide
clavulanique est utilisé avec 1’amoxicilline dans I’ Augmentin et la ticarcilline dans le
Claventin, alors que le tazobactam est utilisé avec la pipéracilline dans la Tazocilline. Le

spectre d’inhibition de ces molécules est limité aux pénicillinases (Ruppé, 2010).

*Mécanisme d’action

Les B-lactamines interférent avec les étapes finales de la synthese du peptidoglycane,
polymere majeur de la paroi bactérienne, par inactivation des enzymes appelées protéines
liant les pénicillines ou PLPs (Cavallo et al. 2004). 1l s’agit d’enzymes d’activité variablede
type transpeptidase, transglycosylase ou carboxypeptidase, localisées sur la face internede la

membrane cytoplasmique (Philippon, 2008).
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Les B-lactamines présentent une analogie structurale entre le noyau B-lactame et le dipeptide
terminal D-alanyl-D-alanine, du pentapeptide constitutif du peptidoglycane, qui constitue le
substrat naturel des PLPs. La fixation du cycle B-lactame sur le site actif des PLPs aboutit a la
formation d’un complexe acylenzyme covalent provoquant I’inactivation de ces enzymes
(Livermore, 1995). Cette liaison ainsi formée a deux conséquences : elle empéche la
synthese du peptidoglycane en inhibant la transglycosylation et la transpeptidation (effet
bactériostatique) (Tankovic, 2000) et elle entraine une activation endogene des autolysines
bactériennes (effet bactéricide) (Bonnet, 2006).

4.2 Aminosides

Les aminosides forment une classe d’antibiotiques qui conserve une place incontournable

au sein de I’arsenal antibactérien hospitalier. Leur large spectre d’activité et leur effet
bactéricide rapide constituent des atouts majeurs (Nguyen et Lambert, 2012).
Ces antibiotiques sont utilisés en thérapeutique depuis la découverte de la streptomycine par
Waksman et ses collaborateurs en 1944 (Bryskier, 1999). lls sont le plus souvent utilisés en
association avec les B-lactamines ou les fluoroguinolones pour leur effet synergique (Doi et
Arakawa, 2007).

*Structure et classification

Les aminosides ou aminoglycosides sont des molécules hydrophiles, basiques et
polycationiques. Leur structure de base comporte un cycle central aminocyclitol saturé, relié
par des liaisons glycosidiques a deux ou trois hexoses (Vakulenko et Mobashery,2003). Ce
cycle central peut étre la streptidine, I’actinamine ou la fortamine mais le plussouvent il s’agit
de la 2-désoxystreptamine (DOS) .Les 2-DOS regroupent la plupart descomposés utilisés en
thérapeutique humaine comme : la gentamicine, la tobramycine, I’amikacine et la nétilmicine
(Nguyen et Lambert, 2012). Les composés contenant le cycle DOS sont classés en sous-
familles en fonction de la substitution de ce cycle. On distingue ainsi : Les 2-
désoxystreptamines monosubstituées en position 4 : Néamine
Les 2-désoxystreptamines monosubstituées en position 5 : Hygromycine B
Les 2-désoxystreptamines bisubstituées en position 4 et 5 (groupe 4,5-2-DOS) : Neomycine B
ou C, Paromomycine, Lividomycine A ou B, Ribostamycine, Framycétine.

Les 2-désoxystreptamines bisubstituées en position 4 et 6 (groupe 4,6-2-DOS) : Kanamycines
A, B, C et dérivés, Amikacine, Tobramycine, Dibékacine, Gentamicine, Sisomycine,
Nétilmicine (Jana et Deb, 2006).
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*Mécanisme d’action

Les aminosides ont pour principale cible le ribosome. Ils doivent tout d’abord pénétrer dans le
cytoplasme bactérien (Magnet et Blanchard, 2005). Chez les bactéries & Gram négatif, Les
aminosides diffusent a travers la membrane externe par un systéeme de porines. Une fois dans
I’espace périplasmique, le franchissement de la membrane cytoplasmique nécessite un
transport actif, oxygéne dépendant. Cette étape limitante, explique la résistance naturelle aux
aminosides des germes anaérobies stricts (Bryan et Kwan, 1983). Les quelques molécules
ayant atteint le cytoplasme se fixent au site aminoacyl de I'ARN ribosomal 16S (Le site A),
dans la sous-unité 30S du ribosome (Durante-Mangoni et al. 2009). Cette liaison inhibe
L’appariement de 'ARNm au ribosome et empéche l'initiation de la traduction et peut aussi
causer une mauvaise interprétation du code génétique, conduisant a la synthese de protéines
"nonsens” (Kotra et al. 2000). Les protéines aberrantes nouvellement synthétisées sont
incorporées a la membrane cytoplasmique. Ellesendommagent son intégrité et facilitent ainsi
I’entrée dans le cytoplasme de nouvelles molécules aminosides, qui vont accroitre les
dommages cellulaires et entrainer la mort de la cellule (Taber et al. 1987). Les aminosides
peuvent en outre, s'accumuler de fagon irréversible dans la cellule bactérienne, altérer la
synthese de I'ADN ou dégrader I'ARN ouencore provoquer des désordres ioniques importants
dans la cellule bactérienne (Lambert, 1997). Cette pléiotropie suggére que I’action des
aminosides pourrait ne pas étre limitée a la synthése protéique, ce qui explique leur effet
bactéricide rapide (Forge et Schacht, 2000).

Figure 5 : Structure de base des aminosides (Vakulenko et Mobashery, 2003)

4.3 Quinolones

Depuis la découverte de I’acide nalidixique, en 1962 (Lesher et al. 1962), les quinolones,
antibiotiques synthétiques, ont évolué et sont devenues des agents importants et efficaces dans
le traitement des infections bactériennes (Zhanel et al. 2004). Ce sont des antibiotiques

bactéricides trés largement utilisés en médecine humaine et vétérinaire. llssont caractérisés par

E
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un large spectre d’activité, une bonne biodisponibilité orale et une bonne diffusion dans les
tissus (Hooper et Rubinstein, 2003).

*Structure et classification

La structure chimique des quinolones est un acide pyridine-pB-carboxylique avec un azote
en position 1, un carboxylate en position 3 et un carbonyle en position 4 (Soussy, 2006). Dans
les années 80, sont apparues les fluoroguinolones ou quinolones de 2eme génération par
I’addition d’une molécule de fluor en position 6 et d’un cycle azoté en position, qui a
augmenté I’activité de ces composés ainsi que leur absorption orale et leurdistribution dans les
tissus (Ball, 2000).

Les quinolones sont classées en générations en fonction de leur spectre d’activité et deleur

date de mise sur le marché (Cattoir, 2012). On distingue :

Les quinolones de premiéere génération : comprennent des molécules a spectre étroit,
utilisées dans le traitement des infections urinaires dues aux entérobactéries (Andriole,2005).

Exemples : acide nalidixique, acide oxolinique, acide pipémidique.

Les quinolones de deuxiéme géneération ou fluoroquinolones: présentent un spectre élargia
d’autres bacilles a Gram négatif (Pseudomonas aeruginosa), a certains coccis a Gram positif
(Staphylococcus aureus) et aux bactéries intracellulaires. Exemples : norfloxacine, ofloxacine,

péfloxacine, ciprofloxacine.

Les quinolones de troisieme génération ou fluoroquinolones anti-pneumococciques : ontété
développées pour étendre le spectre a Streptococcus pneumoniae. Exemples : sparfloxacine,

lévofloxacine, moxifloxacine.

Les quinolones de quatrieme génération : présentent un spectre d’activité étendu aux

bactéries anaérobies strictes. Exemples : trovafloxacine, gatifloxacine (Cattoir, 2012).
*Meécanisme d’action

Les quinolones inhibent les topoisomérase de type Il (gyrase) et IV empéchant leur action dans le
déroulement harmonieux de I’ADN qui est nécessaire a sa réplication (Hooper, 2001). L’ADN gyrase
introduit un super-enroulement négatif dans la double hélice d’ADN bactérien. Cette activité est
essentielle pour Iinitiation de la réplication de I’ADN ainsi que pour sa transcription (Levine et
al. 1998). La topoisomérase IV a une activité de décaténation, qui permet la séparation des

chromosomes répliqués a la fin d’uneséquence de réplication (Zechiedrich et al. 1997).
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Les quinolones interagissent avec le complexe enzyme-ADN (la gyrase ou la
topoisomérase 1V) et provoquent des changements conformationnels entrainant une
désactivation de I’enzyme (Drlica et Zhao, 1997). Le complexe quinolone-enzyme-ADN
ainsi formé, blogue la progression de la fourche de réplication ce qui inhibe la synthese de
I’ADN et conduit a I’arrét de la croissance bactérienne (Soussy, 2006). De plus, les coupures
d’ADN double brin stabilisées par les quinolones constitueraient des lésions nonréparables de
I’ADN, capables de déclencher I’inactivation de certaines synthéses protéiques responsable de
I’effet bactéricide de ces antibiotiques (Drlica et al. 2008).

Ilq R
N

HO
O O R

Figure 6 : Structure de base des quinolones (Andriole, 2005).

4.4 Les macrolides

Ces antibiotiques sont actifs sur certaines "bactéries gram positif". lls sont administrés
dans les infections du nez, de la gorge, des oreilles (lorsque les pénicillines ne peuvent pasétre
utilisées), ainsi que des infections des bronches et des poumons, de la peau, des organes
génitaux et de la bouche. L’utilisation de certains macrolides est possible pendantla grossesse.

Leurs effets indésirables sont surtout digestifs.

*Structure et classification

Ce sont des hétérosides lipophiles de poids moléculaire élevé qui sont constitués d'unegenine
qui est un macrocycle lactonique oxygéné comportant divers substituants (fonction alcool,
cétone, méthyle, éthyle) et d'une partie osidique consistuée au minimum de 2 o0ses
déshydroxylés (des déoxyoses) : au moins un ose aminé (D-désosamine) et au moins un ose
neutre (de type cladinose) ou bien un disaccharide. Au moins un des oses et toujours
diméthylaminé, ce qui confére a ces molécules un caractére basique faible (pharmacorama,
érythromycine, 2019). Classiquement on distingue trois groupes suivant le nombre de

chainons de la géninelactonique :
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Macrolides dont la génine possede 14 chainons : substituée en 4 par un cladinose (dérivéde L-
mycarose) et en 6 par D-désosamine : c'est le cas de I'érythromycine, la roxithromycine,

clarithromycine, dirithromycine, télithromycine.

Macrolides dont la génine possede 16 chainons : substituée en 6 par un disaccharide et une
double liaison en 11 et 13 : c'est le cas de la josamycine, midécamycine, spiramycine.

Macrolides dont la genine posséde 15 chainons et correspond au groupe des azalides avecun

représentant ; azithromycine qui est un macrolide hémi-synthétique dérivé de I'érythromycine.
*Mécanisme d’action

Les macrolides agissent au niveau de la synthese protéique de la bactérie, en empéchant la

synthese protéique, par fixation sur la sous unité50S des ribosomes bactériens.

La réplication, la duplication et donc la division cellulaire bactérienne sont ainsi stoppées

(c’est la bactériostase).

La bactériostase est le ralentissement de la croissance bactérienne, pouvant aller jusqu’al’arrét
de cette croissance ; lorsque cette bactériostase est maximale, le nombre des bactéries reste
constant. Les défenses naturelles de 1’organisme(ou un autre antibiotique encas d’association)

pouvant alors intervenir plus facilement pour éliminer le foyer infectieux.

Pour qu’un antibiotique soit efficace, il faut qu’il arrive en quantité suffisante sur le lieu de
I’infection afin d’atteindre la CMI (qui est la concentration minimale inhibitrice capable
d’inhiber toute culture de bactéries) et que le germe soit sensible a cet antibiotique. La
diffusion de I’antibiotique dans I’organisme est un parameétre important a connaitre lors de la

prescription.
La diffusion : les macrolides se distribuent de fagon large dans I’organisme, sauf dans leLCR
(liquide céphalorachidien), le cerveau et les urines.

Les macrolides sont des médicaments de choix dans toutes les infections a germes

intracellulaires.

La résorption, 1’élimination et la demi-vie de I’antibiotique sont également des parametres
importants car ils déterminent le mode d’administration du produit et le nombre de prises

quotidiennes, afin de maintenir 1’efficacité du traitement.

La résorption : la résorption digestive des macrolides est correcte.
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L’¢limination : [I’¢limination des macrolides est essentiellement biliaire, apres
métabolisation par le cytochrome P450 au niveau du foie, d’ou I’existence d’interférences

médicamenteuses avec les macrolides.

Ces différents parameétres pharmacocinétiques font que les macrolides s’administrent a

raison de 2 prises par jour par voie orale.

O
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Figure 7 : Erythromycine, chef de file des macrolides (pharmacorama, érythromycine,
2019).

45 Les cyclines

Les cyclines sont des antibiotiques qui empéchent la synthese des protéines des bactéries.
Ces antibiotiques sont indiqués dans diverses maladies infectieuses, notamment respiratoires
et génitales, et dans le traitement de I’acné (souvent pendant plusieurs mois). Les cyclines ne
doivent pas étre utilisées a partir du quatrieme mois de la grossesse et chezl’enfant de moins

de huit ans, en raison d’un risque de coloration des dents.

*Mécanisme d’action

Les tétracyclines agissent au niveau de la synthése protéique de la bactérie, grace a sa

capacité de diffusion intracellulaire, en empéchant la synthése protéique.

La réplication, la division cellulaire bactérienne et donc la multiplication des bactéries sont
ainsi stoppees (c’est la bactériostase). La bactériostase est donc le ralentissement de la
croissance bactérienne, pouvant aller jusqu’a l’arrét de cette croissance lorsque cette
bactériostase est maximale, le nombre des bactéries reste constant. Les défenses naturellesde
I’organisme (Ou un autre antibiotique en cas d’association) pouvant alors intervenir plus

facilement pour eliminer ce foyer infectieux.

Pour qu’un antibiotique soit efficace, il faut qu’il arrive en quantité suffisante sur le lieude
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I’infection afin d’atteindre la CMI (qui est la concentration minimale inhibitrice capable
d’inhiber toute culture de bactéries) et que le germe soit sensible a cet antibiotique. La
diffusion de I’antibiotique dans 1’organisme est un parameétre important a connaitre lors dela

prescription.

La résorption, 1’élimination et la demi-vie de 1’antibiotique sont également des parametres
importants car ils déterminent le mode d’administration du produit et le nombre de prises

quotidiennes, afin de maintenir 1’efficacité du traitement.

Diffusion : Elles ont une bonne diffusion intra et extra cellulaire dans I’organisme (sauf

dans le Systéme nerveux central, le liquide céphalorachidien et les articulations).

Métabolisation et élimination : Elles sont peu ou pas métabolisées et éliminées enmajeure

partie sous forme active par la bile, les féces et les urines.

La demi-vie est de I’ordre de 20 heures.
Ces différents parameétres pharmacocinétiques, autorisent 1’administration de 1 a 2 prisespar

jour.

Figure 8 : Structure de base des cyclines (sciencedirect.com, cycline antibiotiques,
2019).

5. Critéres d’efficacité et d’activité d’un antibiotique

Pour que I’antibiotique choisi puisse étre actif sur la ou les bactéries a 1’origine de
I’infection, il faut (EurekaSanté par VIDAL, 2018) :

- qu’il possede un mode d’action qui lui permette d’agir sur cette bacterie

- qu’il parvienne la ou est la bactérie et a des concentrations suffisamment elevées

qu’il y reste le temps suffisant pour lui permettre soit de la détruire, c’est ce que ’on

appelle la bactéricidie soit d’en arréter la multiplication, ¢’est la bactériostase.
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Il faut aussi que dans les conditions d’administration qui permettent d’obtenir 1’effet
antibactérien, 1’antibiotique n’induise pas ou peu d’effets indésirables inacceptables voire

toxiques & d’autres niveaux et dégrade les autres organes sains.

L’objectif usuel de ’antibiothérapie est de diminuer suffisamment le nombre de bactéries
présentes pour que le systeme immunitaire puisse éliminer les bactéries restantes. Cependant,
si le systeme immunitaire est altéré (exemples : maladies auto-immune, infection par le virus
du SIDA, immunodépression suite a une chimiothérapie...) ou si I’infection fait courir un

risque vital, il devient nécessaire que 1’antibiotique détruise toutesles bactéries.

6. Les parametres d’activité d’un ATB

6.1Spectre d’activité
Le spectre d’activité représente 1’ensemble des espéces bactériennes sur les quelles cet
ATB est actif ce qui permet de distinguer différentes famille d’ATBs ; lorsqu’un ATB est
actif sur un grand nombre d’espéces on parle d’ATB a large spectre, exemple : Céphens, et
dans le cas contraire ¢’est-a-dire qu’il est actif sur un nombre limité d’espéces,on parle d’un

ATB a spectre étroit, exemple : Pénicilline M.
6.2Bactériostatique et bacteéricide

L’action des ATBs sur les germes peut prendre deux aspects : bactériostase et bactéricidie.
En réalité ces deux aspects sont complémentaires et ne sont que des degrésdifférents d’une

seule et unique espéce bactérienne (Nauciel C, Vildé J-L, 2005).
6.2.1 Bactériostase

C’est I’arrét du développement des micro-organismes par inhibition partielle ou totale de
leur croissance. Cette activité est estimée in vitro par la mesure de la concentration
minimale inhibitrice(CMI). L’inhibition cesse deés que I’ATB disparait, et la croissancepeut

alors reprendre (Bouchakour Souad, Hammouchi Meryem; 2016).

* La concentration minimale inhibitrice (CMI)
C’est la concentration minimale d’ATB permettent d’inhiber la multiplicationbactérienne
aprés 18 a 24h de contact a 37°C.

La détermination de CMI s’effectue par la méthode de dilution.

-Sur milieu liquide
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Figure 9 : Détermination de la CMI sur milieu liquide (Anonyme 1, 2012).
-Sur milieu solide
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Figure 10 : Détermination de la CMI sur milieu solide (Anonyme 1, 2012).

*Antibiogramme

La détermination de la CMI n’est utilisée en pratique que pour des cas particulier. En
routine, on utilise une méthode plus approximative : un antibiogramme. L’antibiogramme
technique de laboratoire vise a tester la sensibilité d’une souche bactérienne vis-a-vis d’un ou
plusieurs ATBs, repose sur la compétition entre la croissance d’une souche bactérienneet la
diffusion d’un ATB a partir d’un disque de papier pré imprégné de I’ATB, dans un milieu

gélosé.

La mesure du diametre permet de classer les bactéries en S R ,I vis-a-vis ’ATB, en
comparant les résultats obtenus en CMI avec des concentrations critiques définies par la

societe savante de microbiologie (Elsevier Masson;2011).
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Figure 11 : Antibiogramme (Haute garonne.gouv, Visite sanitaire, 2019)

6.2.2 Bactéricidie

La bactéricidie est I’arrét du développement des micro-organismes par mort cellulaire
avec/ou sans lyse. Cette activité est estimée in vitro par la mesure de la Concentration
Minimale Bactéricide (CMB). Pour mettre en évidence un effet bactéricide, il faut dénombrer
les bactéries avant et aprés le contact avec I’ATB (Bouchakour Souad, Hammouchi

Meryem; 2016).

*Concentration minimale bactéricide (CMB)

On appelle concentration minimale bactéricide (CMB) la concentration d’ATB qui laisse
moins de 0.01 % de survivants aprés 18h a 24h de culture a 37°C .Les ATBs classéscomme
bactéricides sont ceux pour lesquels il y a peu d’écart entre la CMI et la CMB (Nauciel C,
Vildé J-L, 2005).

*Effet bactéricide concentration —dépendant, temps-dépendant

Effet Bactéricide de certains ATBs est concentration-dépendant (ex: Aminosides et
Fluoroquinolones),ce qui implique que I’activité bactéricide croit avec la concentration de
I’ATB; pour d’autres, il est temps-dépendant (ex: Bétalactamines et Glycopeptides)
implique que I’effet bactéricide dépend de la durée pendant laquelle les concentrations
demeurent supérieurs a la CMB (Chast F, Rev Fr Lab;2004).

-
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Figure 12 : Effet bactéricide concentration-dépendant, temps-dépendant (Chast F, Rev
Fr Lab;2004).

6. Pharmacocinétique des ATBs

Pour éradiquer une infection, I’ATB doit parvenir a son site d’action, c’est a dire atteindre
les germes situés dans une structure donnée d’un organe, dans une cellule ou dansdes liquides
extra/péri-cellulaires, a des concentrations adéquates et cela pendant le temps nécessaire. Ce

passage du lieu d’administration jusqu’au site(s) d’action se fait en quatre phases différentes :

6.1 Absorption

L’absorption d’une molécule, c’est a dire son passage du site d’administration a la
circulation sanguine est en fonction a la fois des propriétés de la molécule et des modalités
d’administration notamment de la voie (orale, parentérale) et de la formulation du

médicament.

Certaines classes d’ATBs ont une bonne absorption digestive (Macrolides, Tétracyclines, Sulfamides);
pour d’autres classes, 1’absorption est nulle (Aminosides, Polypeptides), la voie parentérale peut étre
nécessaire dans le cas d’un produit irritant (exemple : Vancomycine) ou pour obtenir un effet
systémique. Enfin, dans certaines classes d’ATBs (Bétalactamines) certaines molécules sont bien
absorbées, ce qui permet I’administration orale alors que d’autres devront étre injectées; pour les
ATBs administrés par voie orale, il peut exister des L’absorption peut aussi étre modifiée (en plus
ou en moins) lorsqu’il existe chez un malade une pathologie du tube digestif (Dr Najoua

Bouzgarou-Besbes, Dr Mohamed Hechmi BESBES).

o
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6.2Distribution

L’ATB parvient au site de I’infection plus ou moins bien : certains organes sont mieux
irrigués que d’autres ; le sitte méme de I’infection peut étre mal irrigué. Les germes peuvent
étre situés dans le sang, dans les espaces extracellulaires, ou a I’intérieur de cellules qui lesont
phagocyté. Lorsque le passage de I’ATB du sang vers un site d’infection se fait par diffusion
passive, Il se fera d’autant mieux que le gradient des concentrations entre le plasma et les
tissus sera important. Si les bactéries se développent a I’intérieur de cellules, il faudra que les
ATBs puissent y parvenir, sous une forme active ; un pH intra cellulaire plus ou moins acide
ou basique modifie la vitesse de traversée des membranes par des molécules, plus ou moins
ionisées ; les Quinolones, la Rifampicine, I’Isoniazide, 1’association Sulfaméthoxazole
Triméthoprime pénétrent particulierement bien (Dr Najoua Bouzgarou-Besbes, Dr
Mohamed Hechmi BESBES), (Vivien E. Biosynthése de I’albicidine, 2005).

6.3 Transformation

Comme tous les médicaments, les ATBs peuvent subir des transformations, en métabolites,
actifs ou non sur les bactéries, toxiques ou non (c’est a dire induisant des effets indésirables).
Les substances actives peuvent étre métabolisées par différents organes (foie, rein, poumon).
Certaines molécules sont rapidement dégradées en métabolites inactifs (Chloramphénicol,
Erythromycine et Rifampicine), tandis que d’autres sont peu métabolisées (Pénicilline,
certaines Céphalosporines, Aminosides, Tétracyclines et Polymyxines), (Dr Najoua
Bouzgarou-Besbes, Dr Mohamed Hechmi BESBES), (Vivien E. Biosynthése de 1’albicidine,
2005).

6.4 Elimination

L’¢élimination des ATBs se fait par deux voies principales urinaire (Pénicillines,
Aminosides, Sulfamides,...) et biliaire (Thiamphénicol), (Dr Najoua Bouzgarou-Besbes,Dr
Mohamed Hechmi BESBES), (Vivien E. Biosynthese de I’albicidine, 2005).
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Chapitre 111 : Les mécanismes de résistance aux antibiotiques

1. Reésistance aux antibiotiques :

La résistance aux antibiotiques est un phénomene aussi ancien que I’apparition desATBSs.
L’utilisation massive et répétée d’ATBs en santé humaine et animale génere au fil du temps
une augmentation des résistances bactériennes et peut conduire a 1’émergence de bactéries
résistantes qui vont rendre les traitements ATBs ultérieurs moins efficaces d’abord pour le
patient chez qui elles apparaissent, mais également pour la collectivité quand elles se
diffusent dans I’environnement et se transmettent a d’autres patients.( Chaussade H, Sunder
S, Bernard L, Coloby P, Guy L, Karsenty G, et al. nov.2013)

1.1 Définition de la résistance :

Une bactérie est dite résistante a un antibiotique lorsque le taux nécessaire a inhiber sa
croissance in vitro est supérieur aux taux qui peuvent étre couramment atteints in vivo. On
parle alors de résistance bactérienne quand un micro-organisme s’adapte au milieu et réussit a
modifier son métabolisme pour continuer a se développer en présence de I’ATB qui devrait le
détruire (Guillot JF, et al.1989).

La résistance des bactéries aux ATBs est rencontrée en milieu communautaire (c'est adire
en dehors du milieu hospitalier) ou en milieu hospitalier.

1.2 Types de résistances
La résistance aux ATBs peut étre naturelle ou acquise :
1.2.1 Résistance naturelle

Reésistance naturelle ou intrinseque correspond a la résistance de toutes les souches d’une
méme espéce ou d’un méme genre bactérien a un ATB. Ce caractére de résistance est présent
dans son chromosome bactérien, il est constant et stable, transmis uniquement de maniére
héréditaire (Tristan Coustés, et al.2016).

1.2.2 Résistance acquise

Il s’agit d’un caractére qui ne concerne alors que quelques souches d’une espece
bactérienne. La résistance acquise est moins stable, mais elle se propage souvent de fagon
importante dans le monde bactérien. Elle résulte d’une modification du patrimoine génétique
de la bactérie soit par mutation chromosomique ou bien extra-chromosomique lui permettant
de tolérer une concentration d’ATB plus élevée que celle qui inhibe les souches sensibles de

la méme espéce (Lozniewski A., Rabaud C., Nancy, et al.2010).
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2. Mécanismes de résistance
Deux grands mécanismes de résistance :
2.1 Mécanismes génetique
2.1.1 La résistance chromosomique

Elle résulte d’une mutation phénomene rare, indépendant, due au hasard. Il n’est pas
provoqué par la présence de ’ATB, mais ce dernier révele la mutation de la résistance en
sélectionnant les bactéries mutantes résistantes, Toutes les mutations ont pour conséquencela
perte ou la modification d’une protéine structurale ou enzymatique une bactérie mutée est
souvent contre-sélectionnée en I’absence d’ATB. (Calgagno F., Lacroix R, et al.2011),
(Roy PH, et al.1997).

2.1.2 La résistance extra chromosomique (plasmides)

La résistance plasmidique est liée a la synthése de protéines additionnelles et non a une
modification des constituants normaux de la bactérie. Les bactéries porteuses de plasmides
sont normales alors que les bactéries résistantes par mutation sont souvent fragilisées et ne
sont pas ou peu contre-sélectionnées en 1’absence d’ATB.

Elle résulte d’acquisition d’un plasmide qui est transféré par les pilis sexuels par contact
direct entre des bactéries. Le donneur et le receveur ont a la fin du processus une copie du
plasmide, (Calgagno F., Lacroix R, et al.2011), (Roy PH, et al.1997).

2.1.3 Le phénomene de tolérance aux antibiotiques

Il correspond a une augmentation trés marquée de la CMB de I’antibiotique Vis-a-vis du
germe, alors que son effet bactériostatique semble peu ou pas touché. Les souches tolérantes
cessent de se développer en présence d’un antibiotique : elles ne prennent pas d’expansion
mais elles ne sont pas tuées.

Normalement, I’effet du médicament sur les bactéries tolérantes est suffisant pour stopper leur
développement et permettre au systéme immunitaire de 1’organisme de les éliminer.
Cependant, lorsque la durée du traitement est trop courte, les cellules tolérantessont capables
de proliférer a nouveau. La tolérance est souvent un précurseur de la résistance, (Calgagno
F., Lacroix R. (2011), (Parlement du Canada, (2008).

2.2 Mécanismes biochimique

On distingue trois principaux mécanismes de résistances
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Figure 13 : Les mecanismes de résistances aux antibiotiques
2.2.1Modification de la cible de I’antibiotique :
Aprés pénétration cellulaire de I’ATB, il existe une phase de reconnaissance de la cible.C’est

a ce niveau qu’intervient ce type de resistance. Il s’agit de :
- Modification des PLP

PLP modifiée

Figure 14: Le mécanisme de résistance aux ATBs par la modification des PLP au niveau
de la bactérie (Bevilacqua S, 2011).
- Modification du précurseur de peptidoglycane;

- Modification du ribosome;

- Modification des topoisomérases;
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- Modification de I’ARN polymérase;
- Modification des enzymes impliquées dans la synthése des folates;
- Modification du facteur d’¢élongation.

Chaque antibiotique se lie a cette cible et blogue son fonctionnement. La modification
d’affinité de la cible envers I’ATB entraine une diminution de la liaison entre la protéine

cible et la molécule ATB, ce dernier sera alors moins efficace (Bevilacqua S, 2011).

2.2.2 Inactivation enzymatique de I’antibiotique :

La bactérie peut produire des enzymes inactivant 1’action des ATBs soit a I’extérieur de la
bactérie : enzyme exocellulaire, soit a I’intérieur de la bactérie : enzyme endocellulaire ou
Périplasmique. Les classes d’ATBs visées par ces enzymes sont les Bétalactamines les
Macrolides-incosamides-Streptogramines (MLS), les Aminosides et les Phénicolés

(Moreliére M, 2000 a 2009).

R-lactamase

Membrane S
cytoplasmigue e

Espace périplasmigque.

wp LA g

Figure 15 : L’action des enzymes [3-lactamase sur les ATBs agissant sur la bactérienne
(Moreliére M, 2000 & 2009).

2.2.3Diminution de la perméabilité :

Pour agir, les antibiotiques doivent pénétrer dans la cellule bactérienne et utilisent les
systémes de transport propres a la bactérie pour ses échanges avec I’extérieur. Pour se
défendre, la bactérie empéche cette entrée de toxiques en diminuant la perméabilité de sa
membrane par :

- Une altération des porines (protéines formant les pores de la membrane) : ce mode de
résistance n’affecte que les bactéries Gram négatif, chez qui la membrane externe constitue

une barriere de diffusion trés efficace. L’ATB ne peut traverser cette barriere qu’en

E

empruntant des structures particulieres (les porines). Toute modification des porines
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rend le passage des molécules hydrophobes (comme la famille des Bétalactamines) encore
plus difficile

FPorime modifice

NN

Figure 16 : Le mécanisme de résistance par modification des porines de la membrane
bactérienne (al, 2016).
- L’absence de passage ou I’augmentation du temps de passage protége les bactéries et les
rend résistantes;

- Une inhibition du transport actif;

- Une inhibition de la pénétration a travers les peptidoglycanes recouvrant la membrane
plasmique chez les bactéries Gram positives;
- La modification de la composition du lipopolysaccharide (LPS), au niveau du
polysaccharide, peut aussi étre a I’origine d’une diminution de la perméabilité.

Ce mécanisme n’est cependant pas tres performant, car il suffit d’augmenter les doses
d’ATBs pour faire face a cette baisse de la perméabilité membranaire.

Néanmoins, ce systeme lorsqu’il est associé a d’autres Systémes de résistance, peutprotéger

de facon efficace la bactérie méme a des doses importantes d’ATBs.

3. Excrétion de ’antibiotique par mécanisme d’efflux :

L’antibiotique ne peut atteindre son site d’action par pompage actif de ce dernier vers
I’extérieur de la bactérie (efflux).

Les transporteurs d’efflux de plusieurs ATBs sont des composants normaux des cellules
bactériennes et contribuent pour une large part a la resistance intrinseque des bactéries a de
nombreux agents antibactériens. Ces pompes ont besoin d’énergie. L’exposition aux ATBs
favorise une surexpression par mutation de transporteurs, entrainant une hausse de la

résistance bactérienne. Il est possible qu’une résistance par efflux apparaisse a cause d’une

E
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exposition a un ATB d’une autre 1 classe (A. Philippon et al, 2010).

)’ Efflux

Figure 17 : Le mécanisme d’efflux exercé par la bactérie sur I’antibiotique (A. Philippon
et al, 2010).

4. Résistance aux antibiotiques par développement de biofilms :

De nombreux problémes sont associés au développement des biofilms en milieu médical,
et ont pour origine leur résistance extrémement élevée aux agents antibactériensque ce soit les
antibiotiques ou les deésinfectants. Cette résistance accrue, multifactorielle, est liée aux
conditions de vie dans le biofilm (hétérogénéité, acces aux nutriments, oxygene etc.) ; elles
modifient les propriétés physiologiques des micro-organismes et induisent des mecanismes
de résistance spécifiques qui s’ajoutent aux mécanismes de résistance connus.

La résistance élevée des biofilms aux agents anti-bactériens pourrait également reposer sur
la présence d’une subpopulation de bactéries résistantes, capables de résister a de fortes
concentrations d’antibiotiques. Cette configuration d’agglomération de colonies favorise les
transferts de genes de résistance entre bactéries. Ainsi, alors que les progres dela médecine
moderne permettent de lutter efficacement contre de nombreuses maladies infectieuses, les
résistances bactériennes liées a la présence de biofilms échappent largement a ce type de
traitements. Les antibiotiques sont en effet tres peu efficaces des lors qu’il existe un biofilm
et les symptdmes peuvent reéapparaitre une fois le traitement fini (Ploy Marie-Cécile.
(2012)).

5. Persistance des bactéries :

Il y a persistance du germe dans 1’organisme, méme en présence de 1’antibiotique. En effet
lors d’un traitement antibiotique, une petite fraction des cellules bactériennes, dites

persistantes, ne sera pas tuée. La persistance étant réversible, ces cellules persistantes

E
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pourront revenir dans un état normal une fois le traitement antibiotique terminé. Elles
auront alors la capacité de se multiplier et de générer une nouvelle infection Ce mécanisme
de resistance implique la perte ou la diminution structurelle ou fonctionnelle d’un géne. Le
métabolisme bactérien diminue alors, et les antibiotiques ciblant en général une étape du

métabolisme ont peu d’effet (Calgagno F., Lacroix R. (2011)), (Pour la science. (2013)).
6. les mécanismes de résistances découverts récemment

6.1 La métallo-g-lactamase NDM-1

Cette enzyme a pour la premiére fois était identifiée en 2008 sur deux souches
bactériennes provenant d’un patient suédois d’origine indienne, ayant subi une hospitalisation
en Inde I’année précédente. La premiére souche était une souche de Klebsiella pneumoniae
isolée a partir d’un prélévement urinaire. L autre souche était unesouche d’Escherichia coli
provenant d’un prélévement fécal. Ces deux souches étaient multi-résistantes aux principaux
antibiotiques, et I’analyse génétique a permis d’observerla présence du géne de résistance
blaNDM-1 sur des plasmides de différentes tailles, transférables in vitro entre deux souches
de bactéries. Ce géne codait pour une B- lactamase structurellement tres différentes des
autres, mais capables de la méme fonction d’hydrolyse des B-lactamines (Karthikeyan K
Kumarasamy et al. (Septembre 2010)).

Une étude approfondie a alors été menée par des scientifiques anglais, qui ont découvert
les résultats suivants entre 2008 et 2009 :

*  Au Royaume-Uni, sur 73 souches d’entérobactéries produisant des carbapénémases,
32 produisaient I’enzyme NDM-1. Au total 37 souches NDM-1 ont été découvertes. La
plupart des souches étaient des Klebsiella pneumoniae(21) et des Escherichia coli (7). Les
prélévements contenant ces bactéries étaient le plus souvent urinaires, mais aussi sanguins,ou
encore issus de lésions, notamment de brdlures. Au moins 17 patients avaient un historique
de séjour en Inde ou au Pakistan dans 1’année, et sur ces patients 14 avaient séjournés dans un
hopital du pays en question.

* 143 souches d’entérobactéries NDM-1 ont été identifiées en Inde et/ou au Pakistan.
Ces souches étaient, comme précédemment, principalement des K. Pneumoniae ou des E.
Coli.L’analyse génétique de ces souches a permis de montrer qu’il s’agit d’une épidémie due

a des souches differentes et que le gene de résistance avait donc diffusé.
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*  Ces souches sont de sensibilité aux antibiotiques variabl, mais généralement multi-
résistantes, voire résistantes a tous les antibiotiques (Karthikeyan K Kumarasamy et al.
(Septembre 2010)).

A la fin de I’année 2009, on totalisait un nombre supérieur de souches NDM-1 dans les
trois pays cités (70 au Royaume-Uni, 170 en Inde et au Pakistan), (Nordmann P. (26
novembre 2010)).

Cette étude a été publiée en 2010. Aprés sa publication d’autres souches d’entérobactéries
NDM-1 ont été découvertes dans de nombreux pays, notamment la France (2 souches),
I’ Allemagne, les Pays-Bas, ou encore les Etats-Unis. Ce sont essentiellement des souches de
K. pneumoniaeet d’E. Coli. Ces souches sont toutes multi- résistantes, et surtout issues de
prélevements urinaires. Leur origine, le sous-continent indien, est clairement identifiée,
(Nordmann P. (26 novembre 2010)).

Une souche d’Acinetobacter baumanii productrice de NDM-1 a également été identifiée
en 2010 en Inde, et indique qu’il est possible ce que géne de résistance se transmette entredes
bactéries de différentes espéces (Nordmann P. (26 novembre 2010)), (Kumarasamy
Karthikeyan, M. A. Thirunarayan, Padma Krishnan. (21 juillet 2010)).

Tous ces éléments soulignent 1’importance de la diffusion de cette résistance, qui est
associéee a des infections au taux de mortalité non négligeable. Strement tres important dans
la région indienne et au Pakistan, ce phénoméne, n’a pour l’instant pas de caractere
particulier de gravité pour la France. En revanche, son extension dans les années a venir est
fort possible. Selon les experts, il serait bon de prendre des mesures dés maintenant, en
effectuant, entre autre, un dépistage et un contrdle des porteurs sains parmi les patients
hospitalsés de retour de I’étranger (Nordmann P. (26 novembre 2010)).

6.2 Mycobactérium smegmatis et le mecanisme de persistance
dynamique

Des chercheurs suisses ont publi¢ en 2013 les résultats d’une étude réalisée sur ce germe,
proche de la bactérie responsable de la tuberculose, Mycobacterium tuberculosis (Yuichi
Wakamoto et al. (Janvier 2013)).

Ils ont découvert, apres observation microscopique, que des bactéries persistaient en
présence de molécule d’isoniazide, non en ralentissant leur métabolisme comme observé
habituellement avec les autres bactéries, mais en continuant de se diviser.

Cependant le nombre de cellules restait stable. Ce résultat n’était qu’apparent, et était en

fait I’expression d’un état dynamique équilibré entre la division de cellules et la mort
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d’autres cellules. Les cellules qui résistaient a 1’isoniazide sont en fait celles dont le
rythme de production de ’enzyme KatG est le plus lent. Cette enzyme est une catalase-
peroxydase qui active I’isoniazide, celui-Ci étant une prodrogue. Les biologistes ont montré
que chaque bactérie produit cette enzyme de facon intermittente et aléatoire. Desphases de
production peu fréquentes favoriseraient alors la résistance du fait qu’elles ne permettraient
pas d’atteindre une quantité d’antibiotique activée létale pour la populationbactérienne (Pour
la science. (2013)), (Yuichi Wakamoto et al. (Janvier 2013)).

7. La réponse SOS bacterienne : une voie efficace d’acquisition de

résistance aux antibiotiques

La réponse SOS bactérienne est une réponse globale de la réparation de dommages de
I’ADN. C’est un mécanisme de régulation qui permet 1’adaptation et 1’évolution de la
bactérie quand les conditions environnementales 1’exigent. C’est un systéme induit a la suite
d’un stress causant des dommages trés importants a I’ADN bactérien et permettant la
réparation de cet ADN et la reprise de la réplication. Ce systeme est régulé par deux acteurs
principaux : un répresseur (LexA), fixé a ses sites de fixation en période d’homéostasie dans
la région promotrice des génes du régulon SOS et empéchant ainsi leur expression, et des
génes activateurs (RecA). Lorsqu’un brin d’ADN est endommagé, RecA se fixe sur le
fragment d’ADN et entraine ainsi par formation d’un filament nucléoprotéique, le clivage de
LexA. Ce systéeme de régulation est composé de protéines

impliquées dans la réparation d’ADN dont les ADN polymérases. Ces dernieres n’ayant
pas d’activité de correction d’erreur, favoriseront I’introduction d’erreurs lors de la réparation
de I’ADN et faciliteront ainsi 1’émergence de mutations et I’adaptation des bactéries. De
nombreux agents exogenes et endogénes peuvent induire la réponse SOS defacon indirecte ou
directe (dommage a I’ADN), (Da Re S. et Ploy MC. (Février 2012)).

Selon 1’étude de Sandra (Da Re et Marie-Cécile Ploy, 2012), certains antibiotiques, en
ayant un effet sur cette réponse SOS seraient aussi impliqués dans I’induction, I’acquisition et
le transfert de résistance. Tous les éléments cités dans les paragraphes suivants sont tirés de
cette étude.

Plusieurs antibiotiques, comme la ciprofloxacine, 1’ampicilline ou le triméthoprime
induisent directement la réponse SOS a des concentrations sous-inhibitrices, chez certains
microorganismes. Selon différentes études cela semble dépendre de la bactérie et de
I’antibiotique. Par exemple, les aminosides induiront la réponse chez Vibrio choleriae mais

pas chez Escherichia coli alors que la ciprofloxacine et I’ampicilline induiront la

E
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réponse chez les deux especes. Il est donc difficile d’établir des généralités sur les
capacités d’induction de la réponse SOS par tel ou tel antibiotique chez telle ou tellebactérie.

D’autres antibiotiques, tels que des aminosides, quelques fluoroquinolones, le
métronidazole, des B-lactamines, peuvent induire de fagon indirecte la réponse SOS par
production de dérivés réactifs de 1’oxygéne qui entrainent un stress oxydatif chez la bactérie
et des dommages a I’ADN, et ainsi activer la réponse SOS et conduire a I’apparition de
résistances.

Au final les liens entre réponse SOS et résistance aux antibiotiques peuvent étre la
conséquence de :

* L’augmentation de la fréquence des mutations suite a 1’activation de la réponse SOS,
pouvant conduire a I’apparition de la résistance aux antibiotiques par les meécanismes
biochimiques vu précédemment.

* L’expression de génes de résistance normalement réprimes par LexA
* Transferts d’¢léments génétiques hébergeant des genes de résistance :

- Induction de la capture de génes de résistance par les intégrons : I’étude a montré in vitro
que I’expression de 1’intégrase était sous la régulation de la réponse SOS bactérienneinduite
par le trimétoprime, ou la ciprofloxacine chez Escherichia coli et Vibrio cholerae, ou encore
par I’ampicilline chez Vibrio cholerae. Cette découverte n’impliquerait que le réarrangement
de cassettes existantes dans 1’intégron est induit lors de I’activation de la réponse SOS par les
antibiotiques. Une des conséquences est qu’une bactérie peut paraitre sensible a un
antibiotique alors qu’elle posséde la cassette permettant la résistance, car cette cassette du fait
de sa position sera peu ou pas exprimée.

Sous la pression de sélection exercée par 1’antibiotique, l’intégrase exprimée via la
réponse SOS pourra réorganiser 1’ordre des cassettes et ainsi conduire a son expression. En
I’absence de stress (qui correspond ici a I’administration d’un antibiotique), le réseau de
cassettes est stable et I’intégron n’intégre pas de nouvelle cassette de résistance.

-Induction de la dissémination de genes de résistance : Il a été montré qu’un ICE trouvé
chez Vibrio cholerae, le STX, et qui porte des génes de résistance au sulfamethoxazole, au
trimétoprime et a la spectinomycine, pouvait étre transféré a la suite d’un traitement par la
ciprofloxacine de la bactérie porteuse de STX selon une voie similaire a la régulation de la
réponse SOS.

L’élément peut ainsi étre transféré a un nouvel hote et ses génes de résistance peuventétre

disséminés. 1l a également été montré que les transferts horizontaux de génes par
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conjugaison et transformation induisaient aussi la réponse SOS chez les bactéries a Gram
négatif. De ce fait, certains plasmides chez E. coli et V. cholerae sont capables d’induire, via
le processus de conjugaison, la réponse SOS dans la bactérie réceptrice, et si cette derniere
contient un intégron, l’intégrase sera exprimée. De la méme facon, le processus de
transformation induit la réponse SOS et I’expression de I’intégrase d’intégron chez des
souches naturellement compétentes de V. cholerae. Que ce soit lors de la conjugaison ou la
transformation, le transfert se fait sous forme d’ADN simple brin permettant 1’activation de
la réponse

SOS.

* Induction de la formation de bactéries persistantes : la réponse SOS participe a cette
propriété. L’étude a montré que la ciprofloxacine induisait la formation de bactéries
persistantes en réponse a 1’induction sous 1’action de la voie SOS d’une toxine produitepar E.

coli.

8. La lutte contre I’antibio-résistance

8.1 Réduire la consommation d’antibiotique

La surconsommation d’antibiotiques est un des principaux facteurs responsables de
I’émergence et de I’extension de la résistance aux antibiotiques. Réduire la consommationdes
antibiotiques est nécessaire pour réduire la pression de sélection qui pése sur les bactéries
(OMS. (2014)).

8.1.1 Surveillance de la consommation d’antibiotique et de larésistance

bactérienne :
La surveillance de la consommation et celle de la résistance sont deux parametres a
surveiller et & analyser en paralléle.

8.1.1.1 Surveillance de la consommation des antibiotiques :

Surveiller la consommation d’antibiotiques permet de connaitre la pression qu’exercent
ceux-ci et de lutter contre 1’émergence des résistances aux antibiotiques. Cela fait I’objet
d’une action dans le Plan national d’alerte aux antibiotiques (Ministére du Travail, de
I’Emploi et de la Santé. (2011)).

La circulaire n° 2006-139 du 23 mars 2006 propose une méthode de calcul homogéne des
consommations d’antibiotiques, basée sur la dose définie journaliere (DDJ) qui s’affranchit
des différences de posologies et de prix, et est internationalement reconnue et utilisee

(Ministére du Travail, de PEmploi et de la Santé. (2011)).
)
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En France, I’ANSM a publié en juin 2012 un rapport intitulé « Dix ans d’évolutions des
consommations d’antibiotiques en France ». Les données ont été obtenues grace a deux
sources : les déclarations de ventes que les entreprises pharmaceutiques adressent chagque
année a ’ANSM et des données complémentaires, portant sur la consommation en ville,
issues d’une collaboration entre ’ANSM et (CNAMTS), (ANSM. (Juin 2012)). La
consommation des antibiotiques en milieu hospitalier est aussi suivie par le réseau national
de surveillance ATB-RAISIN mis en place en juillet 2009. Ce réseauest issu de la
collaboration entre le Réseau d’alerte, d’investigation et de surveillance des infections
nosocomiales (Raisin) et le Réseau de surveillance de la consommation des antibiotiques
initié par les cing Centres de Coordination de Lutte contre les Infections Nosocomiales
(CClin). La surveillance de la consommation des antibiotiques conduite dans le cadre du
réseau ATB-Raisin participe au bon usage des antibiotiques (Gaudel Pauline. (2013)),
(Cclin-Arlin. (2013)).

En Europe, depuis le ler juillet 2011, ’ECDC coordonne la surveillance européenne dela
consommation d’antimicrobiens via le réseau European Surveillance of Antimicrobial
Consumption Network (ESAC-Net). Cette surveillance était auparavant réalisée par le réseau
ESAC depuis 2001. ESAC-Net recueille et analyse les données sur la consommation
d’antimicrobiens de 1’Union Européenne, que ce soit au niveau communautaire ou dans le
secteur hospitalier (Gaudel Pauline. (2013)), (ECDC. (Novembre 2012)).

Les différentes données deja obtenues indiquent que la consommation d’antibiotiques tend
a diminuer ces dernicres années. Il est plus difficile d’obtenir des données sur les hdpitaux
que sur la consommation en ville, ce qui rend plus difficile ’interprétation des résultats

obtenus.

8.1.1.2 Surveillance des résistances bactériennes aux antibiotiques

La résistance aux antibiotiques existe dans tous les pays du monde mais est
particuliérement importante dans les pays ou les niveaux d’hygiéne sont faibles (Inserm.
(Mai 2013)).

Au niveau Européen, il existe un véritable gradient nord-sud, avec des taux plus faibles
dans les pays du Nord. La proportion de SARM varie par exemple de moins de 1 % en
Norvege et Suede, a plus de 25 % dans le sud de I’Europe (Espagne, Italie, Grece,
Portugal...). Ces différences résultent notamment de stratégies de prévention de la

transmission et de I’importation de bactéries résistantes, ainsi que de stratégies de maitrise
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de la consommation d’antibiotiques plus ou moins précoces et strictes (Inserm. (Mai
2013)).

Une des actions du Plan national d’alerte aux antibiotiques est de consolider les systemes
de surveillance existant pour les établissements de santé et de développer ceuxpour la ville.
Cela a pour but de mettre a disposition des professionnels, et ce dans des délais raccourcis,
les données disponibles sur la résistance aux antibiotiques pour les principaux couples
bactérie/antibiotique a surveiller (Ministére du Travail, de ’Emploiet de la Santé. (2011)).

En Europe, L’European Antimicrobial Résistance Surveillance Network (EARS-Net,
anciennement EARSS) fournit des données sur la résistance bactérienne aux antibiotiques en
santé humaine depuis 1998. Ce réseau de surveillance est coordonné par I’ECDC depuis
2010. Les agents pathogeénes invasifs cibles de cette surveillance sont Streptococcus
pneumoniae et Staphylococcus aureus depuis 1999, Escherichia coli, Enterococcus faecalis
et Enterococcus faecium depuis 2001, Klebsiella pneumoniae et Pseudomonas aeruginosa
depuis 2005. Les données obtenues montrent une augmentation de la résistance aux
antibiotiques chez les bactéries a Gram négatif sous surveillance a 1’échelle européenne. La
progression la plus importante concerne la résistance combinée aux C3G, aux
fluoroquinolones et aux aminosides d’E. coli et de K. pneumoniae. La résistance de cette
derniére aux C3G était d’environ 25% en France en 2011, alors que pour E. coli ce taux
atteignait 8%. D’ailleurs 10% des E. coli étaient résistantes aux fluoroquinolones en France
en 2011. De fagon générale, ’augmentation de la résistance des entérobactéries aux
antibiotiques et particulierement aux C3G et aux carbapénémes est inquiétante, notamment
dans certains pays comme la Gréce. A ’inverse, la résistance chez les bactéries a Gram
positif semble se stabiliser voire diminuer dans certains pays, témoignant que les efforts
fournis sur le plan national en matiére de contréle de I’infection et de confinement de la
résistance commencent a étre efficace. En ce qui concerne Staphylococcus aureus résistant a
la meticilline, sa proportion semble stable voire en baissedans certains pays. Cependant, ce
probléme reste un sujet de santé publique prioritaire, carla proportion de SARM est encore
élevée dans plusieurs pays. Selon I’OMS, en Europe, jusqu’a 60% des infections a S.aureus
sont des SARM. Ce taux était d’environ 20% en France en 2011. Cette proportion atteindrait
90% dans certains lieux du continent américain (51,3% aux USA), et 80% dans certaines
régions d’Afrique (OMS. (2014)), (Gaudel Pauline. (2013)), (Ecdc. (Novembre 2012)),
(Ecdc. (2011)).
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Le rapport de I’OMS paru en avril 2014 pointe lui aussi du doigt la proportion encoretrop
¢levée de SARM au niveau européen, et 1’élévation des niveaux de résistance de Klebsiella
pneumoniae aux C3G. Il suggere que certains pays ont besoin d’urgence de

mettre en place un systéme de suivi des résistances. Le bureau européen de I’OMS apporte
son appui a ces pays par I’intermédiaire d’un réseau nouvellement créé, le réseau CAESAE
(Reéseau de surveillance de la résistance aux antimicrobiens en Asie Centrale et Europe
Orientale).

L’objectif de ce réseau est d’établir un réseau de systémes nationaux pour assurer le suivi
de la résistance aux antibiotiques dans les pays de I’Europe ne faisant pas partie du réseau
EARS-Net, et de recueillir des données normalisées qui permettront de comparer les
informations. La méthodologie de recueil des données est celle utilisée par EARS-Net afinde
faciliter les travaux de comparaison et d’analyse (OMS. (2014)).

Pour la France, le recueil et la transmission des données font 1’objet d’une collaboration
entre I’InVS et d’une part le Centre National de Référence des Pneumocoques. (CNRP) et
d’autre part 1’Observatoire National de la Résistance aux Antibiotiques (ONERBA). Les
bactéries multi-résistantes font 1’objet d’un programme national mené par le réseau BMR-
Raisin. Cela concerne les SARM et les entérobactéries productrices de BLSE (EBLSE). En
effet ces bactéries sont fréquentes et leur potentiel pathogene se traduit par une morbidité,
une mortalité et des colts accrus. D’autre part, leur caractére commensal eXpose a un risque
de diffusion important car les mécanismes de résistance impliqués sontaisément transférables.

La surveillance est menée par les Centres de coordination de la lutte contre les infections
nosocomiales et est coordonnée au niveau national en lien avec I’InVS dans le cadre du
Raisin. Un rapport publié¢ en 2011 indique que la densité d’incidence globale des SARM
continue a diminuer mais a I’inverse, la densité d’incidence globale des EBLSE continue a
augmenter (Gaudel Pauline. (2013)), (BMR-Raisin. (2011)).

8.2 Hygiene, prévention des infections, et lutte contre les infections
nosocomiales

8.2.1 La lutte contre les infections nosocomiales

Avant 1988, la France accusait un retard important dans la prévention des infections
nosocomiales. Depuis, la mise en place en 1988 des Comités de Lutte contre les infections
nosocomiales (CLIN) dans chaque établissement, 1’institution en 1992 du Comité Technique

National des Infections Nosocomiales (CTIN) et de cing Centres de
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Coordination Interrégionaux de la Lutte contre les Infections Nosocomiales (CCLIN),
ainsique la création d’équipes d’hygiéne dans les hopitaux ont fait évoluer considérablement
lamobilisation des professionnels de soin (Ministére des Affaires sociales et de la Santé.
(mars 2009)).

Le Comité de Lutte contre les Infections Nosocomiales (CLIN) est une instance officielle
(décret n°991034 du 6 décembre 1999, circulaire n° 645 du 29.12.2000). Ses missions sont
définies par la loi : prévention et surveillance des infections nosocomiales, information et
formation du personnel, évaluation des actions de lutte contre I'infection nosocomiale. Le
CLIN répond a un souci de transparence et de coordination. Il se réunit régulierement et
surveille les différents indicateurs suivants (CHU Lyon). :

* Incidence des infections du site opératoire

* Incidence des bactéries multi résistantes

* Incidence des bactériémies

* Consommation des solutions hydro alcooliques
* Consommation d’antibiotiques.

Le Comité Technique National des Infections Nosocomiales (CTIN) est une instance de
proposition, de coordination et d’évaluation, constituée d’experts hospitaliers. Ce comité
propose des objectifs prioritaires et des méthodologies standardisées de surveillance et de
prévention au ministre. Il a été créé par un arrété du 3 aol(t 1992 modifié par un arrété du 19
octobre 1995 qui a élargi sa composition a des représentants de 1’hospitalisation privée(CHU
Lyon).

Malgré les résultats déja obtenus, des progres restent a accomplir. Dans ce but un nouveau
Plan Stratégique National 2009-2013 de prévention des infections associées auxsoins a été
mis en place. Il fait suite au plan 2005-2008 mais élargit la prévention des infections
associées aux soins a I’ensemble du parcours de soins (établissements de santé,établissements
médicosociaux, soins de villes). Dans cette optique, le plan s’articule en trois axes
stratégiques (Ministere des Affaires sociales et de la Santé. (mars 2009)) :

*Développer une politique globale de prévention des IAS.
*Mobiliser les acteurs sur la prévention et la maitrise des IAS.
*Agir sur les déterminants du risque d’IAS.

La réussite de la mise en oeuvre de ce plan stratégique nécessite la mobilisation de tous les
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acteurs de terrain. Les Agences Régionales de Santé, en liaison avec le réseau CCLIN ont un
réle primordial dans 1’accompagnement des acteurs des trois secteurs de soins pour la

réalisation de leurs objectifs prioritaires et dans 1’élaboration du projet régional desanté.

8.3 Dans le domaine vétérinaire :

La surconsommation des antibiotiques concerne également le domaine veétérinaire et
agricole. Leur utilisation massive est une des sources probables du développement de la
résistance aux antibiotiques. En effet, la transmission entre 1’animal et I’homme de bactéries
résistantes aux antibiotiques par contact direct, par voie alimentaire, ou via I’environnement a
été mise en évidence (Anses. (Octobre 2013)).

Au niveau international, des actions de lutte contre ’antibio-résistance ont été engagées
des les années 1990 par des organisations, telles que la Food and Agriculture Organization
(FAO), ’'OMS et I’OIE (Organisation mondiale de la santé animale), qui recommandent aux
pays d’adopter des mesures en faveur de la sauvegarde des antibiotiques. Ainsi
I’Organisation Mondiale de la Santé Animale a publié en 2004 des normes et lignes
directrices sur I’appréciation des risques d’antibio-résistance secondaires a 1’usage des
antibiotiques chez les animaux. Et plus récemment, des lignes directrices pour 1’analyse des
risques d’origine alimentaire liés a la résistance aux antibiotiques ont été adoptées en juillet
2011 par la Commission du Codex alimentarius, organisation créée par la FAO et ’OMS. Au
niveau européen, les différentes instances comme I’ECDC et I’Autorité européenne de
sécurité alimentaire, se mobilisent également contre ce phénomene (Gaudel Pauline.
(2013)).

Depuis 2006, I’utilisation en élevage des antibiotiques comme facteur de croissance est
interdite au sein de I’Union Européenne alors qu’elle est toujours utilisée dans d'autres pays
comme les Etats-Unis. Cependant, la FDA (Food and Drug Administration) a publiéen 2012
un réglement limitant 1’utilisation des céphalosporines chez les animaux, car elle s’inquicte
que leur utilisation chez les bovins, porcs et volailles contribue au développement de souches

bactériennes résistantes aux céphalosporines (Anses. (Octobre2013)).

8.4 La phagothérapie
8.4.1 Définition

Les bactériophages sont des virus qui infectent seulement les bactéries : ce sont des
parasites intracellulaires stricts qui se multiplient a I’intérieur des bactéries en détournant

toute ou une partie de la machinerie biosynthétique de I’héte. IIs sont environ 50 fois plus
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petits qu’une bactérie. On les trouve partout dans 1’environnement. Bien que différents
bactériophages puissent contenir différents matériaux, ils contiennent tous de 1’acide
nucléique et des protéines. Selon le phage, 1’acide nucléique peut étre soit de I’ADN soit de
I’ARN mais pas les deux et il peut étre présent sous différentes formes (Mai Huong Ly-
Chatain (18 février 2014)).

8.4.2 Avantages de la phagothérapie

Le développement d’une phagothérapie antibactérienne aurait plusieurs avantages.

Les phages régulent la population des bactéries en induisant leur lyse. lls peuvent étre
actifs contre diverses bactéries, des Gram négatif aux Gram positif, mais aussi sur les
bactéries multi-résistantes. Au contraire d’un antibiotique, un phage est spécifique, ce qui
limite son spectre & une seule espéce, voire a un ou plusieurs types au sein de I’espéce. Cet
aspect permet de limiter la pression de sélection aux antibiotiques, notamment car il n’agira
pas sur la flore commensale.

De plus cette thérapie présenterait moins d’effets secondaires selon de nombreusesétudes
précliniques sur les animaux et quelques études sur des patients volontaires.

Il faudrait tout de méme des études cliniques supplémentaire afin d’avoir des données de
toxicité plus fournies quant a son utilisation en thérapie humaine. Un autre aspect positif est
la large distribution des phages aprés une administration systémique. Certains seraientméme
capables de franchir la barriere hématoméningée, et cela permettrait une utilisation de ces
agents pour traiter les infections du systéme nerveux central. D’autres phages auraient
également la capacité de détruire des biofilms.

Enfin, I’aspect économique de la phagothérapie semble intéressant, et le colt seraitmoins
éleve que celui d’une antibiothérapie.

Mais par-dessus-tout, la probabilité d’apparition d’une résistance bactérienne a un phage
est trés moindre, et méme si elle peut arriver, elle n’est pas comparable avec la probabilité
d’apparition d’une résistance a un antibiotique (Wittebole X., De Roock S., Opal SM.
(Janvier 2014)).
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1. prélevement

Les prélevements doivent étre réalisés a partir de divers sites sur patients hospitalisés
(aspiration trachéale, plaie, écouvillonnage rectal, sonde urinaire, sonde gastrique et
cathéter), de sujets atteinte mucoviscidose. Puis acheminés au laboratoire dans du bouillon

nutritif (Fluka) pour étre incubés a 37°C pendant 18 a 24 heures.

1.1 Technique de prélevement

La technique de prélévement utilisée est la méthode d’écouvillonnage qui consiste a
(Zenouaki et al, 2015):

Frotter sur la surface seche a analyser, I’extrémité cotonnée de 1’écouvillon
préalablement humidifiée a 1’aide d’eau physiologique.

Tromper 1’écouvillon et agiter dans un tube contenant 10 ml dubouillon nutritif ;
pour les surfaces humides, il suffit de frotter directement sans 1’utilisation de 1’eau
physiologique.

Les échantillons ainsi prélevés ont été rapidement transportés au laboratoire de
microbiologie ou ils sont incubés a 37°C pendant 24 heures jusqu'a 1’apparition de culture
sur les milieux d’isolement (Guiraud, 2003).

2. Isolement et identification

Les cultures doivent étre réalisées sur les milieux Mac Conkey (Bio-Rad)et Drigalski
(Bio-Rad) a 37°C pendant 24 heures.

L’identification des souches doit étre réalisée par, les galeries APl 20NE (BioMerieux)
et confirmée par le spectrométre de masse MALDI-TOF (Matrix- Assisted Laser
Desorption and lonization Time-Of-Flight) (Ultraflex MALDI-OF, Bruker Daltonik,

Allemagne). (Microflex, Bruker Daltonics, Bremen, Germany).
2.1 Méthodologie

2.1.1 Isolement et identification phénotypique des souches bactériennes

A partir des milieux d’enrichissements présentant une croissance bactérienne, 02
milieux de culture doivent étre ensemencé (Larpent, 1997 ; Guiraud, 2003):
La gelose aux cetrimides qui est un milieu sélectif permettant I'isolement des

Pseudomonas et notamment de P. aeruginosa. Sur ce milieu de tres nombreuses
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bactéries sont inhibées par la présence de l'antiseptique cétrimide (bromure de N-
cétyl-N-tri méthyl ammonium) ainsi que par la présence de lantibiotique acide
nalidixique (inhibiteur de nombreuses bactéries a Gram négatif). Tous les milieux

ensemencés sont incubés a 37°C pendant 24 heures.

Le schéma 01 illustre I’étape d’isolement et d’identification de Pseudomonas aeroginosa a

étudier.

Prélavementsapartirdessurfacesde ['environnement hospitalier

Ecouvillon k % \l %._ on
e I l e ?pouillunnutritif

Incubationa3?Cpendant 24H

@%@l @%5:::':;

Isolement

=

—
Cétrimide

{Ps eudtrrmnas}

Incubationa 37°Cpendant 24H
Identification des m*nia& suspectes
Examens macroscopique et microscopigue
Recherche des enzymes respiratoires
Recherche des pigments (Psevdomonas)

Caractéres biochimiques : Galeries API

Figure 18 : Isolement et identification des souches de Pseudomonas

(Larpent, 1997).
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2.1.2 Identification phénotypique des souches bactériennes
2.1.2.1 ldentification morphologique
*Examen macroscopique

L’identification macroscopique des germes est basée sur 1’observation de 1’aspect
macroscopique des colonies obtenues (la taille, la forme, la couleur,la consistance, I’opacité,

I’allure du contour) (Delarras, 2007).

Sur la gélose aux cétrimides les colonies suspectes de Pseudomonas sont généralement

vertes pales présentant une fluorescence. (Larpent, 1997).
*  Examen microscopique
L’aspect microscopique des bactéries isolées doit étre observé par unecoloration de Gram.
*  Coloration de Gram

Cette coloration aide a déterminer deux grands groupes bactériens : les Gram positif et les
Gram négatif. Elle permet aussi de connaitre la morphologie et le mode de regroupement des

bactéries (Degrement, 1998).
Technique

La coloration de Gram ou coloration différentielle doit étre effectuée de la maniére

suivante :

-Préparation d’un frottis bactérien : prélever la colonie bactérienne a identifier, et 1’étaler
sur une goutte d’eau physiologique déposée sur une lame propre puis la fixer par simple

passage sur la flamme du bec bunsen.

-Coloration par le violet : chaque frottis fixé a la chaleur est coloré pendantune minute au

violet de Gentiane, il est ensuite laver rapidement par 1’eau courante.

-Mordangage : traiter durant une minute par la solution de Lugol et laver al’eau.
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-Décoloration : en traitant avec 1’alcool, couler le solvant sur frottis pendantune a trois

secondes puis laver immédiatement a ’eau courante. A ce stade, les cellules Gram négatives

seront incolores, les cellules Gram positives restent violettes.

Recoloration :

soumettre le frottis durant 30 secondes a une courte coloration par la

fuchsine pour recolorer les cellules Gram négatives présentes puis rincer et sécher entre

deux feuilles de papier buvard propre.

-Examiner le frottis, & immersion a I’objectif x100.

Lecture

Les bactéries a Gram positif sont bien colorées en violet alors que les bactéries a Gram

négatif sont bien colorées en rose (Prescott et al, 1999).

2.1.2.2 Recherche des enzymes respiratoires

Deux enzymes respiratoires sont recherchees : I’oxydase et la catalase

Tableau 01 : Recherche des enzymes respiratoires

Enzyme | Propriété Technique Lecture Référence
- Déposer sur une lame une | - Catalase
goutte d’eauoxygénée (peroxyde | positive :
Dégrade d’hydrogéne) & I’aide d’une | Apparition des
o | Leperoxyde | pipette Pasteur; bulles de gaz, la :
3 \ . o \ (Guiraud,
& | d’hydrogene bactérie posseéde la 2003)
g | (H202) - Prélever un fragment de lacolonie | catalase.
O aEtudier ;
- Catalase négative :
- Dissocier la colonie dansla Absence de,s bullesde
goutte. gaz,lapacterle
nepossede pas la
catalase.
» Oxydase positif:
@ | Catalyse - Déposer le disque d’oxydase | Colonie prend une
-§ les sur une lame propre, couleurviolette. (Prescott
& | reactions ’humidifier avec deux gouttes | « Oxydase négatif: | et al.,
d’oxydo- d’eau distillee stérile ; La colonie reste 1999)
réduction - Ecraser la colonietestée sur le | incolore, donc absence
disque. d’enzyme recherché.
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2.1.2.3 Recherche des pigments
A partir des cultures pures de Pseudomonas, doit étre recherchée deux pigments : la

pyocyanine et la pyoverdine

-Inoculer les deux milieux King A et King B par une strie médiane.

-Incuber & 37°C pendant 1 a 4 jours.

Le milieu King A est destiné a favoriser sélectivement la synthese de la pyocyanine
(pigment elaboré spécifiquement par Pseudomonas aeruginosa (bacille pyocyanique). Le
milieu King B est destiné a favoriser la synthése du pigment jaune-vert fluorescent
(pyoverdine) par le bacille pyocyanique et divers autres Pseudomonas. Exemple

Pseudomonas fluorescens.

Lecture

-Couleur bleue sur le milieu King A : présence de pyocyanine.

-Couleur jaune-vert fluorescent sur le milieu King B sous UV : présence de pyoverdine.
Remarque : En cas de doute pour la production de la pyocyanine, verser 0,5 ml de
chloroforme a la surface de la culture sur le King A et laisser les tubes inclinés pendant 10 a
15 minutes. La pyocyanineest soluble dans le chloroforme coloré celui-ci en bleu (Guiraud,
2003).

2.1.2.4 Biotypage par microgalerie API

Le systtme API (Appareillage et Procédé d’Identification) est une versionminiaturisée et
standardisée des techniques biochimiques conventionnelles pour I’identification des bactéries
(Freney et al, 2000).

Pour les Pseudomonas doit étre utilisee Galerie api 20NE

*Galerie API 20NE

La galerie API 20 NE (BioM¢érieux, Marcy I’Etoile, France) est constituée de 20
microtubes contenant des milieux et substrats sous forme déshydratée. Les tests
conventionnels sont inoculés avec une suspension bactérienne saline qui reconstitue les
milieux. Les réactions produites durant la période d’incubation se traduisent par des virages
colorés spontanés ou revelés par 1’addition de réactifs. Les tests d’assimilation sont inoculés
avec un milieu minimum et les bactéries cultivent seulement si elles sont capables d’utiliserle

substrat correspondant (voir annexe 4).
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3. Conservation des souches bactériennes

Les 4 souches bactériennes doivent étre purifiées par des repiquages successifs et
conservées jusqu'a 1’étude de la résistance aux antibiotiques. Laconservation des souches doit
étre realisee a la température ambiante, par ensemencement par stries sur la gélose nutritive

inclinées en tubes a essai (Guiraud, 2003).

4, MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption and lonization
Time-Of Flight Mass Spectrometry method) (Seng et al., 2010)

Le spectrométre de masse MALDI-TOF (Microflex, Bruker Daltonic, Bremen, Germany)
est un spectrometre utilisant une source d’ionisation laser assistée par une matrice et un
analyseur a temps de vol. La méthode MALDI-TOF s’applique aux biomolécules fragiles
comme les peptides, les protéines, les glycoprotéines et les oligo nucléotides. L’échantillon
est mélangé a la matrice et place sur une lame. Le dépdt (ou spot) formé est appelé cible Une
source laser est dirigée sur la cible afin d’ioniser les molécules de I’échantillon. Les ions sont
ensuite détectés en mesurant le temps que mettent les différentes particules a atteindre le
détecteur. La vitesse de chaque particule dépend du rapport masse/charge. Une fois 1’ion
arrivé au détecteur, le signal est amplifié et envoyé a un ordinateur qui traiteles données et

donne les résultats sous forme de spectre (voir annexe 3).

5. Détermination des cinétiques d’adhésion bactériennes par le biofilm
Ring Test

Le systeme du Biofilm Ring Test permet d’étudier les étapes précoces de développement
d’un biofilm bactérien (Chavant et al, 2007). Son principe de fonctionnement consiste a
visualiser le déplacement macroscopique de microbilles magnétisables le long d’une surface,
sous I’action d’un aimant (Figure 19). Concretement, une solution bactérienne est mélangée a
une suspension de particules magnétiques avant d’étre déposée dans les puits d’une
microplagque standard de laboratoire. Cette derniére est alors incubée et des mesures directes
de cinétique d’adhésion sont effectuées, sans aucune étape de lavage ni de marquage. En effet,
I’application d’un support aimantésous la microplaque va engendrer un champ magnéetique
agglomerant les billes en un spot visible au fond des puits. Le test consiste ainsi a suivre
I’immobilisation de ces particules au fur et a mesure de la formation d’un biofilm. En effet,
lors de I’adhésion des bactéries au support, les billes magnétiques vont étre piégées par le
tapis bactérien et ne pourront plus se déplacer sous I’attraction de 1’aimant (absence de spot).

La lecture du fond des puits de la microplaque se fait a 1’aide d’un lecteur spécifique congu
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parbiofilm Control: le biofilm reader. Une analyse d’images a 1’aide du logiciel BFC éléments
génére un score d’agrégation des billes, I’indice biofilm (BFI), pour chacun des puits
analysés. Grace au suivi de I’indice BFI, il est alors possible d’identifier en moins de 24h les

souches bactériennes capables d’adhérer et de former un biofilm au fond des puits de la

microplague.
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Figure 19 : Technologie du Biofilm Ring Test (Chavant et al, 2007).

6. Détection de la formation de biofilm par marquage au cristal violet

Avoir recours au marquage au Cristal Violet pour la quantification du biofilm bactérien
reste, a I’heure d’aujourd’hui, la technique la plus fréquemment utilisée au laboratoire en
microplaques 96-puits. Basé sur la spectrophotométrie, le principe de cette méthode, qui
guantifie la biomasse totale du biofilm, repose sur le marquage des cellules adhérentes
par le CV (O’Toole, 2011; Stepanovié¢ et al, 2000). La mesure de 1’absorbance de la
culture bactérienne analysée refléte ainsi sa capacité a adhérer et donc a former un
biofilm au fond des puits de la microplaque. Tout comme pour les expérimentations
meneées avec le BRT, I’effet des antibiotiques sur la prévention de 1’adhésion bactérienne
peut étre évalué par la technique du CV, en les ajoutant a la suspension bactérienne
initiale a différentes concentrations. Les nombreux inconveénients relatifs a cette
méthodologie (longue incubation des microplaques, faible reproductibilité des résultats,
étapes de lavages contraignantes...), empéchent cependant sa standardisation pour une

utilisation en routine hospitaliére.
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7. Imagerie cellulaire
7.1 Microscope a épifluorescence
Aprés marquage au calcofluor, les co-cultures statiques cellules/bactéries sontobservées
au microscope a épifluorescence. L’appareil utilisé est un Olympus BX60 avec, pour
source lumineuse, une lampe HBO. L’objectif (Olympus) utilisé est le x40 & immersion.
Le filtre UV est appliqué pour visualiser la fluorescence bleue du marqueur. Finalement,
une caméra Orcaflash 4.0 (C11440, Hamamatsu, Massy, France) permet de capturer les

images grace au logiciel HC Image Live (Hamamatsu).

7.2 Traitement des images

Apres acquisition, les images sont analysées grace au logiciel libre Image J, afin de
procéder a une localisation subcellulaire du calcofluor. Pour cela, il fautqu’initialement,
deux photographies aient été prises sur le méme champ microscopique a I’aide de deux
jeux de filtres différents (phase de contraste et UV). Le logiciel de traitement d’images
permet alors la fusion des deux clichés. Cette superposition refléte ainsi, en couleurs
factices, la fluorescence bleue du calcofluor sur I’image initiale restituée en niveaux de

gris.
. Etude de la résistance aux antibiotiques

L’¢étude de la résistance aux antibiotiques doit étre réalisée par la méthodeclassique de
diffusion des disques d’antibiotiques en milieu Mueller-Hinton selon les
recommandations du comité de 1’antibiogramme de la Société Francaise de
Microbiologie (CA-SFM, 2020).

8.1 Technique de I’antibiogramme

Préparation de 1’inoculum

-A partir d’une culture pure de 18 a 24 H sur milieu d’isolement approprié, racler & I’aide
d’un écouvillon quelques colonies bien isolées et parfaitementidentiques.

-Bien décharger I’écouvillon dans 5 a 10 ml de bouillon Mueller Hinton.

-Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalentea 0,5 Mc
Ferland (~ 108 UFC/ml).

«Ensemencement de la gélose Mueller Hinton (MH)

-Couler la gélose MH en boites de Pétri, Laisser secher et solidifier sur paillasse avant

E

utilisation.




Approche Méthodologique

-Tremper un écouvillon stérile dans 1’inoculum préparé (~ 106 UFC/mL pour lesBacillus
et ~ 107 UFC/mL pour les Pseudomonas).

-L’essorer en le pressant fermement (et en le tournant) contre la paroi interne dutube, afin

de le décharger au maximum.

-Frotter I’écouvillon sur la totalité de la gélose de haut en bas, en stries serrées.

-Répéter 1’opération 2 fois en tournant la boite de 60° a chaque fois, sans oublierde faire
pivoter 1’écouvillon sur lui-méme. Finir ’ensemencement en passant 1’écouvillon par la
périphérie de la gélose.

-Laisser les boites ensemencer 15 a 20 min sur paillasse ou dans 1’étuve a 37°C avant

I’application des antibiotiques.
«Application des disques d’antibiotiques

-Déposer les disques d’antibiotique sur la gélose a 1’aide d’une pince flambée,en appuyant

doucement sur chaque disque pour assurer un contact uniforme avec le milieu.

-Laisser les boites a une température ambiante pendant 30 minutes sur lapaillasse pour

permettre la diffusion de I’antibiotique dans la gélose.

-Incuber (sans dépasser les 30 minutes) a 1’étuve a 37°C pendant 18 a 24 heures.

«Lecture interprétative

Les diametres des zones d’inhibition autour des disques sont mesurés a I’aide d’un
pied a coulisse en millimétre, puis ils sont comparés aux diametres critiques
conformément aux indications d’Institut pasteur production. Il convientde noter toutefois,
qu’une souche dont la sensibilité aux antibiotiques est ainsi évaluée peut étre déclarée "

sensible, intermédiaire ou résistante"

8.2 Antibiotiques testés

Les antibiotiques qui doivent étre testés sur les différentes souches bactériennes sont

représentés dans le tableau 02.

Le choix des antibiotiques testés repose sur l'identification du genre et son profil
habituel vis-a-vis des antibiotiques (résistances naturelles et résistances acquises

possibles).
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Tableau 02 : Criteres des antibiotiques testés sur les souches bactériennes (1PP,1981).

_ Diametres
Ggr_we o Famille Ch_argedu critiques
bactérien Antibiotique | d’antibiotique Classe Code | disque (mm)
S> R<
Colistine Polymyxine Pénicilline CT |10unité | 15 i
" Ceftazidime | Béta —lactamine | Céphalosporine | CAZ 0 |2t 15
£
= 2ni i i i 23 19
g Chloramphénicol | Aminoglycoside Divers C 30
=]
-
§ Céfazoline Béta —lactamine |  Céphalosporine | CZ 30 18 12
Vancomycine Glycopeptide Glycopeptide | VA 30 17 -

9. Inhibition de la formation de biofilm par les aminosides

9.1 La tobramycine et I'amikacine retardent l'adhésion et la formation de

microcolonies dans I'isolat de fibrose kystique de Pseudomonas aeruginosa

Comme il a déja pu étre proposé le BRT, en tant que nouvel outil de diagnostic,
semble pouvoir s’incorporer facilement dans la routine d’un laboratoire hospitalier. La
réalisation d’un Antibiofilmogramme, appréciant la cinétique d’adhésion d’un
prélévement bactérien sessile en contact de diverses concentrations d’antibiotiques,
fournirait des données complémentaires a ’antibiogramme standard, affinant ainsi la

sélection thérapeutique.

Ils ont donc procédé a la réalisation d’Antibiofilmogrammes sur certaines desouches
cliniques appartenant au profil d’adhésion 2, afin de tester I’impact, a diverses
concentrations, de deux aminosides sur I’initiation précoce de 1’adhésion bactérienne. En
effet, I’amikacine et la tobramycine demeurent actuellement des molécules de premier
choix pour le traitement des infections chroniques pulmonaires contractées au cours de la
mucoviscidose. La méthodologie du BRT a également été comparée a la méthode plus

conventionnelle de marquage du biofilm au CV.

Finalement, il a aussi été proposé de tester I’effet des aminosides sur un biofilm

développé par I’intermédiaire d’un modéle cellulaire clinique afin de vérifier que le
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comportement des bactéries aux antibiotiques n’était pas une réponse spécifique de

I’adhésion microbienne a une surface abiotique.

10. L’antibiofilmogramme ou I’évaluation de I’effet desantibiotiques sur
la formation du biofilm bactérien

Une application supplémentaire du systeme BRT consiste en la caractérisationde la
cinétique d’adhésion d’une souche bactérienne, en présence de différentesconcentrations
d’antibiotiques (Antibiofilmogramme). En permettant de passer au crible les molécules
ayant un effet potentiel sur la formation du biofilm, il aide a la détermination de la

Concentration Minimale d’Inhibition du Biofilm (CMIb) des antimicrobiens.

Toutes les étapes du protocole de 1’Antibiofilmogramme sont identiques a celles de
I’évaluation de la cinétique d’adhésion d’une souche bactérienne. Seul 1’ajout

d’antibiotiques, lors de la préparation des microplaques, differe. Toujours

a I’aide du suivi de I’indice BFI, il sera possible d’identifier en moins de 24h, les
molécules d’antibiotiques susceptibles de retarder voire d’inhiber complétement la
formation d’un biofilm, en comparaison de 1’adhésion spontanée de la souche analyseée.
Les points techniques de la réalisation d’un Antibiofilmogramme seront énoncés
brievement, compte tenu de leur similarité & ceux détaillés précédemment pour la

détermination d’une cinétique d’adhésion simple.

11.Induction de la formation de biofilm par les B-lactamine

11.1 P. aeruginosa Antibiofilmogram révéle le réle du p-lactame

L’exposition des bactéries a des concentrations sublétales d’antibiotiques a déja été
décrite  comme pouvant altérer leur métabolisme, voire méme modifier leur
comportement intrinséque, en favorisant 1’expression de certains déterminants de
virulence. Dans le contexte de la mucoviscidose, la conséquence pour les patients, qui
sont constamment sous des concentrations variables d’antibiotiques, est donc la
selection de souches pyocyaniques tolérantes aux antimicrobiens, par 1’induction directe

d’un biofilmrésistant, et donc le passage a la chronicité de la maladie.

Toujours par I’intermédiaire de la technologie du BRT, ils ont investiguer I’effet des
B- lactamines sur deux souches P. aeruginosa appartenant au profil d’adhésion 3
(maintien d’un état planctonique).ils ont alors jugé pertinent de tester, en plus des

concentrations subCMI, 1’effet de concentrations standards telles que la CMI, mais aussi
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plus fortes, comme la PK/PD, afin d’évaluer la réponse dose dépendante des cellules
bactériennes aux antimicrobiens. La sensibilité aux antibiotiques de souches témoins
cliniques a également été vérifiée par la technique de marquage conventionnelle au CV.
Finalement, pour confirmer que les B-lactamines jouent un rdle sur I’initiation de la
formation de biofilms par les bactéries, il a été proposé d’ajouter aux cultures
bactériennes,additionnées d’antibiotiques, de la DNase I lors de la répétition de certains
Antibiofilmogrammes L’activité de cette enzyme, capable de dégrader I’ADN
extracellulaire qui n’est autre qu’un des composants majeurs de la matrice du biofilm

bactérien, peut conduire a I’inhibition de 1’adhésion précocedes cellules bactérienne.
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12. Isolement et identification phénotypique des isolats bactériens

Aprés la caractérisation et 1’identification des isolats bactériens, 04 souches ont été

rattachées au Pseudomonas aeroginosa. Les quatre souches de Pseudomonas sont isolées a

partir des prélevements P3, P7, P10 et P15.

12.1 Identification morphologique
Les aspects macroscopiques et microscopiques des colonies suspectes des Pseudomonas sont

représentes dans le tableau 03.
Tableau 03: Aspects macroscopiques et microscopiques des Pseudomonas isolés a partir de

I’environnement hospitalier de certains établissements publics de larégion de Guelma.

Code | Milieu
Site de Genre | ge |a de Aspect
s . Aspect _ _
prélévement | bacterien | soyche | Culture| macroscopique MICroscopique
P3 " Gnx1 Colonies moyennes Bacilles courts
© 2 D / . JOD
P7 S Gnx S [crémeuses, bleues-vertes, | isolés a Gram
S £ o L
P10 8 Gnx3 'S |aplaties, a contours négatif.
> QL
P15 é Gnx4 © réguliers.

Les aspects macroscopiques et microscopiques des souches Gnx3 sont illustrés

dans lafigure 20.

(a) Gnx3 (b) Gnx3

Figure 20 : (a) Aspects macroscopiques et (b) microscopiques de certains
isolatsbactériens.
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12.2 Enzymes respiratoires

Lesrésultatsobtenusdelarecherchedesenzymesrespiratoiressontreprésentésdans le tableau 04.

Tableau 04 : Recherche des enzymes respiratoires des isolats bactériens.

Code de la souche

Catalase Oxydase
Bactérienne
Gnx1 + +
Gnx2 + +
Gnx3 + +
Gnx4 + +

(+) : test positif (-) : test négatif

Lafigure 21 illustre I’aspect des tests positifs et négatifs des enzymes respiratoiresRecherchées

estcatalase

Test oxydase

Testoxyda

Gnx

Figure 21 : Présence et/ou absence des enzymes respiratoires chez certains isolats bactériens

12.3 Recherche des pigments de Pseudomonas

Toutes les souches de Pseudomonas isolées sont productrices de la pyocyanine et de la pyoverdine. La

présence de ces pigments diffusibles doit étre confirmée par ’apparition dela couleur bleue et

verte sur toute la pente du milieu King A et King B respectivement.

12.4 Biotypage par microgalerie API

Les résultats des caractéres biochimiques des isolats obtenus sont représentés dans le tableau 04.
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Tableau 05 : Profils biochimiques des isolats bactériens sur les galeries

miniaturiséesAPI.

Degré
APl | souche Profil biochimique Code de de
Systeme I’API parenté
(%)
5554575
Gnx 1
2 & i. . Ceelssssssss :] 5554575
oo LECWAN T
=
&
o
< 1154575
Gnx3
Gnx4 1150475
<> D’aprés les résultats d’identification, les espéces isolées a partir des milieux

hospitaliers étudiés sont les suivantes (Tableau 06) :

Tableau 06: Pseudomonasisolésapartirdel’environnementdesétablissements publics hospitaliers

de larégion de Guelma.

Prélevement | Code de Pisolat bactérien Espeéce identifiée
P3 Gnx1 Pseudomonas aeruginosa
P7 Gnx2 Pseudomonas aeruginosa
P10 Gnx3 Pseudomonas aeruginosa
P15 Gnx4 Pseudomonas aeruginosa

96,8

96,8

99,8

98,7
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12.5 MALDI-TOF MS

Identification des bactéries sont donnés, sous Biotyper RTC, par un score entre 0 a3 (Tab07).

Tableau 07 : Score d’identification des bactéries

Score 0-1.7 1.7-1.9 1.9-3
Couleur Rouge Jaune Vert
Identification bactérienne Aucune Genre bacteérien Espece bactérienne

L’identification d’un germe est validée lorsque le score est supérieur a 1,9 pour les 2 dépbts
(méme germe retrouvé). Retenir le meilleur score d’identification MS de chaque échantillon.
Si I'un des deux scores de I’échantillon est inférieur a 1,9 ou si ’on retrouve 2 germes
différents, 1’identification n’est pas valide. Déposer cet échantillon sur deux positions

supplémentaires et relancer son analyse.

12.6 Détermination des cinétiques d’adhésion bactériennes par le biofilm

ring test

L’ensemble de collection clinique de souches P. aeruginosa doit étre analysé, pour sa capacité
propre a former un biofilm, par I’intermédiaire du BRT. Les différentes cinétiques d’adhésion
récoltées ont alors permis la définition et le classement des souches en trois groupes majeurs,
dépendant de la vitesse de I’initiation de la formation d’un biofilm par les bactéries.
Concrétement, sur les vingt-cing souches analysées, sept d’entre elles ont été placées dans le
profil d’adhésion 1, défini par une adhésion forte et rapide des cellules bactériennes (blocage
des billes magnétiques, soit formation dun biofilm, en moins de 2h d’incubation). La
majorité des souches ont, quant a elles, été catégorisées comme formant un biofilm de
maniére progressive sur 24h (profil d’adhésion 2). Finalement, seulement quatre souches de la
collection ont semblé conserver un phénotype planctonique au cours des experiences menées
et ont donc été classées dans un troisieme profil d’adhésion (libre mouvement des billes
jusqu’a 24h d’incubation).

Cette catégorisation de souches cliniques, en fonction de leur capacité a initier la mise en
place d’un biofilm, a également été confirmée, pour chaque temps de cinétique mesuré, par la
méthode plus conventionnelle du marquage des bactéries adhérentes au CV. De plus,
I’utilisation de différents jeux de billes (variation du diametre) et milieux de culture

(utilisation du milieu MH recommandé pour la réalisation d’antibiogrammes standards), par
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rapport au protocole initial, a conduita I’obtention d’une classification similaire des souches

bactériennes, renforcant ainsi la prédictibilité du BRT.

12.7 Etude de la résistance aux antibiotiques (Pseudomonas)

L’antibiogramme des Pseudomonas montre une résistance totale a la colistine, laceftazidime
et a la céfazoline (100%), suivi par une résistance a la vancomycine etau chloramphenicol
(75%). Les résultats obtenus montrent que les souches de Pseudomonas résistent a 3 et/ou a 5

antibiotiques en présentant 2 profils antibiotypiques (Tableau 08)

Tableau 08 : Profils antibiotypiques associés aux souches de Pseudomonasaeruginosa.

Profils de Nombre Nombre des Souches résistantes
resistance d’antibiotiques souches
CT/CAZ/CZ 3 1 Gnx4
CT/CAZ/CICZ 5 3 Gnx1, Gnx2, Gnx3
VA

CT : Colistine ; CAZ : Ceftazidime ; CZ : Céfazoline ; C : Chloramphénicol ; VA:

Vancomycine

Les résultats de I’antibiogramme des isolats de Pseudomonas sont illustrés dans la figure 22

Figure 22 : Antibiogramme des différents isolats de Pseudomonas
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12.8 Inhibition de la formation de biofilm par les aminosides

L’analyse de deux souches cliniques P. aeruginosa, spontanément productrices de biofilm
sur 6h d’incubation, en Antibiofilmogrammes, a révélé que 1’amikacine et la tobramycine
étaient capables de retarder I’adhésion bactérienne, a diverses concentrations. Pour la
proposition d’une comparaison inter-méthodes, la technique de marquage des cellules
adherentes au CV a été appliquée. Le méme potentiel inhibiteur des aminosides sur la
formation du biofilm doit étre retrouvée lors de I’analyse de deux souches P. aeruginosa.
Finalement, afin de se rapprocher au mieux de la réalité pathologique de la mucoviscidose, ils
ont mis au point un systéme de co-culture tissulaire permettant & isolats cliniques de croitre
sous forme de biofilm, directement a la surface de cellules épithéliales pulmonaires
mucoviscidosiques. Spontanément, les souches cliniques ont été capables d’adhérer au tapis
cellulaire et d’y former des microcolonies a structure tridimensionnelle. L’application de ce
modele cellulaire de co-culture statique permet la quantification de la biomasse bactérienne
adhérente, mais également le marquage et la visualisation microscopique par fluorescence du
biofilm. La encore, I’amikacine et la tobramycine ont montré un effet délétére sur la viabilité

bactérienne et la formation d’une matrice extracellulaire protectrice.

12.9 Induction de la formation de biofilm par les p-lactamines

Les cinétiques d’adhésion de deux isolats cliniques planctoniques de P. aeruginosa, obtenues
par Antibiofilmogrammes, démontrent que 1’adhésion des micro-organismes peut étre
stimulée par de nombreuses concentrations de f- lactamines. En comparaison des données
préalablement décrites dans la littérature, les résultats semblent indiquer que le potentiel
inducteur des antibiotiques n’est pas exclusivement réservé aux doses inférieures aux CML
L’acquisition d’un phénotype sessile par P. aeruginosa, suite a un contact avec des molécules
antimicrobiennes, également conduits & documenter 1’aspect réversible de I’induction.
Toujours par I’intermédiaire de la méthodologie du BRT, ils ont donc récupéré les cultures
bactériennes stimulées et ont déterminéleur nouvelle cinétique d’adhésion spécifique, sans la
présence d’antibiotiques dans le milieu. Les résultats obtenus ont alors montré que les cellules
bactériennes étaient capables de retrouver, trés rapidement en absence d’antimicrobiens, leur
comportement planctonique original. L’effet des - lactamines sur le comportement adhesif
de souches a également été évalué parla méthode colorimétrique du CV. (En comparaison de
I’ Article 2), aucune corrélation de résultats n’a pu étre mise en évidence entre cette technique
et celle du BRT. Le processus d’induction de la formation de biofilm par les antibiotiques n’a

pas été détecté via la méthodologie du CV. Cette initiation de 1’adhésion bactérienne reflétant
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probablement 1’étape précoce de la formation du biofilm, il est probable que ce processus soit
sous-évalué par la technique duCV, pour des souches faiblement adhérentes. Pour confirmer
cette hypotheése, ils ont donc reéalisé de nouveaux Antibiofilmogrammes en supplémentant les
cultures bactériennes de DNase I, cette enzyme ayant déja été décrite comme une molécule
anti-biofilm. Par le clivage de I’ADNe constituant la matrice et les adhésines de surface
cellulaires, son addition aux suspensions bactériennes a permis de mettre en évidence
I’adhésion précoce des micro-organismes, initialement induite par la présence des différentes

concentrations d’antibiotiques dans le milieu.
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13. Discussion

La colonisation du milieu hospitalier par des bactéries pathogénes et résistantes estun probléeme
majeur de santé publique extrémement préoccupant, dont les conséquences se mesurent en
termesde la diffusion des infections nosocomiales. En effet, il doit étre constaté que, dans des
situations endémiques et épidémiques, il y a une contamination environnementale et un
transfert des bactéries entre les patients et I'environnement (Oliveira et al, 2010). Isolé 4 souches

de : Pseudomonasa eruginosa.

L’espece Pseudomonas aeruginosa, morphologiquement tous les isolats sont des batonnets
isolés a Gram négatif, ils sont positives pour la catalase et I'oxydase.

L'identification définitive de I'espece, Pseudomonas aeruginosa, comprenant I'identification
de la production des pigments et les caracteres biochimiques est enaccord avec la littérature
(Nyaledome, 2016 ; Meradji, 2017).

Les souches de P. aeruginosa doivent étre isolés de lavabo, de drain d’évier, mur de
sanitaire et de robinet, ceci pourrait s’expliquer par leur capacité a croitre dans desconditions
humides avec des nutriments simples et en raison de leur capacité a résister a des agents
antibactériennes et désinfectants (Milind et al, 2014). Les résultats sont similaires a ceux

retrouvés par (Ghane et al. (2014).

(Lashéras et al. (2006) rapportent que P. aeruginosa €té classé comme le microorganisme
le plus fréquent qui semble survivre particulierement bien dans les milieux humides,
notamment les points d’eau (lavabos et siphons) d’ou I’intérét de ladésinfection réguliére de

ces sites.

La nature, exogene ou endogéne, des sources de contamination par P. aeruginosa,est encore
tres discutée. Floret et al, (2009) ont suggéré que l’origine de P. aeruginosa dans

I’environnement hospitalier est majoritairement les patients porteurssains.

Cependant, plusieurs agents pathogenes majeurs nosocomiaux sont élimines parles patients
et contaminent les surfaces de I'hOpital a des concentrations suffisantes pour la transmission,
survivent pendant de longues périodes, persistent malgré les efforts de désinfection, et
peuvent étre transférés aux mains des personnel de santé
(Otter et al, 2011). La transmission de P. aeruginosa des éviers aux mains pendant le lavage
de ces derniers doit étre démontrée ; D’autres recherches ont également montré que lorsque

I’évier était utilisé pour le lavage des mains, le contenu du drain éclaboussé a au moins 1
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meétre de 1’évier et polluait 1’eau infecte les patients (Hota etal, 2009).

La contamination par P. aeruginosa peut provoquer diverses infections nosocomiales en
raison de sa capacité a survivre en milieu hospitalier et a développer une résistance aux
antibiotiques et aux désinfectants (Milind et al, 2014). Elle provoque des bactériémies, des
infections intestinales, respiratoires et urinaires et desotites externes pouvant étre mortelles
chez les diabétiques. P. aeruginosa peut aussi engendrer des kératites ulcéreuses chez les
porteurs de lentilles de contact, des infections de la peau, des plaies et des infections

secondaires des bralures (Lazdunski., 2003 ; Mesaros et al, 2007).

Le Biofilm Ring Test a démontré sa capacité a évaluer rapidement les cinétiques d’adhésion
spécifiques de souches P. aeruginosa cliniques et a ainsi permis de mettre en évidence
différents comportements bactériens concernant la formation de

biofilms. Cette notion de profils d’adhésion, en fonction du temps d’incubation final
appliqué, suggere que la cinétique de formation d’un biofilm peut varier d’une espece

bactérienne a 1’autre, mais également d’une souche a 1’autre au sein de la méme espece.

Sur le plan technique, le BRT est tres praticable. La robustesse de ce nouvel outil s’est
¢galement confirmée par une trés bonne reproductibilité et 1’obtention de résultats en
quelques heures seulement. Ces qualités sont indispensables a une technologie dont on peut

envisager le passage en routine a court terme.

De par son principe de fonctionnement (mesure du blocage des microbilles paramagnétiques
au cours de I’étape précoce de formation du biofilm), le BRT ne permet pas 1’obtention
d’informations concernant la structure ou 1’épaisseur d’un biofilm mature. Dans ce sens, son
application est surtout utile a la mise en évidencede 1’adhésion bactérienne et de sa cinétique,
plutét qu’a la caractérisation des étapes tardives de formation et de maturation du biofilm

bactérien.

De fagon générale, il faut garder a I’esprit qu’avoir recours a une méthode d’analyse in vitro,
utilisant un milieu de culture riche et un support abiotique, bien qu’essentiel dans une
démarche de recherche scientifique, ne peut refléter ’environnement naturel et donc le
comportement spontané des micro- organismes. En effet, de récentes analyses
transcriptomiques ont établi 1’absence de régulons de génes spécifiques a la croissance
biofilm, suggérant que sa formation est majoritairement gouvernée par des réponses
adaptatives et par les conditions environnementales (Ciofu et al., 2015; Whiteley et al.,
2001).
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La méthodologie du BRT a été initialement développée pour le criblage rapide de molécules
biocides contre des micro-organismes sessiles. Aprés D’appréciation de leur cinéetique
d’adhésion spontanée, I’extension du champ d’application du BRT permet d’évaluer 1’effet
des antimicrobiens sur le comportement adhérent des isolats bactériens cliniques analysés.
L’objectif est alors, en comparaison des CMI standardsobtenues au bout de 24h minimum, de
déterminer en quelques heures les concentrations de prévention de formation du biofilm des
antibiotiques. Les Antibiofilmogrammes, complémentaires et bien souvent plus relevant d’un
point de vue clinique, devraient pouvoir s’incorporer facilement en routine de diagnostic, aux

cotés des antibiogrammes traditionnels.

Les Pseudomonas présentent des taux de résistances remarquables aux B- lactamines
(ceftazidime et céfazoline) ce qui peut étre expliqué par la surproduction de la
céphalosporinase AmpC associée a une imperméabilité et/ou une surexpression d’efflux
(Cavallo et al, 2002). Les résultats sont comparables a ceux rapportés par Réa-raisin (2013)

qui a montré une résistance importante des Pseudomonas au ceftazidime.

La résistance au chloramphénicol est due probablement a une réduction de la perméabilité
membranaire de l'antibiotique, une mutation sur la sous-unité 50S du ribosome bactérien ou a
la présence d'une enzyme appelée chloramphénicol acétyltransférase (Courvalin et al,
2006). Les résultats sont tres inquiétants parceque le chloramphénicol est un antibiotique
qui peut provoquer une aplasie médullaireirréversible et il est interdit d’utilisation (Courvalin,
2008). Les resultats signifient que cet antibiotique est encore utilisé.

La résistance importante des Pseudomonas isolés a la colistine peut étre résultée d’une
modification de lipopolysaccharides (LPS). En effet, la fixation de la colistine a la membrane externe
est rendue possible grace a des interactions électrostatiques entre les cations et les groupements
négatifs portés par le LPS, la colistine franchit la membrane externe puis s’insére dans la membrane
cytoplasmique créant une fuite des composés cellulaires et un arrét de la respiration cellulaire fatale

pour la bactérie (Vettoretti, 2009). Le résultat se différe a celui rapporté par Landman et al. (2005).

La vancomycine est un antibiotique utilisé pour traiter diverses infections nosocomiales
(Rayner et al., 2005 ; Liu et al., 2011), mais elle n'est pas un choix principal pour le
traitement des cas de P. aeruginosa, sa prescription élevée a provoque I'apparition de niveaux
de résistance excessifs (Leekha et al., 2011). En effet, cette résistance due a une
surexpression d'une protéine de la membrane externe,oprF, qui protege le LPS de se lier aux
antibiotiques (Gilleland et al., 1989). Les resultats sont comparables a ceux rapportés par
Ahmadi et al. (2016).
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Les souches de Pseudomonas aeruginosa sont multirésistantes (résistance au moinsa trois

classes d’antibiotiques actifs).

La résistance bactérienne aux antibiotiques est le fruit de multiples facteurs, dont la
consommation importante (Goossens et al., 2005) et mésusage des antibiotiques (Guillemot
et al., 1998). En général les services ou les hopitaux qui consomment le plus d’antibiotiques

ont la plus forte prévalence de bactéries résistantes (Ballow et al., 1992).

Les antibiotiques se comportent comme des mutagenes aléatoires responsables de la
résistance a diverses classes d’antibiotiques. La résistance, soit par mutation soit par
acquisition de géne exogeéne, peut étre dramatiqguement augmentée par la présence de faibles
concentrations d’antibiotiques dans 1’environnement des bactéries(Chow et al., 1991 ; Meyer
et al.,1993). Les conditions sanitaires inadéquates et les mauvaises pratiques de prévention et
de contréle des infections contribuent a I'émergence et encouragent la propagation des

bactéries multirésistantes (Jyoti et al.,2014).

Malheureusement, la multi-résistance peut rendre difficile le traitement de certaines
infections qui nécessitent le recours a une antibiothérapie trés prolongée, comme elle peut
déclencher I'utilisation de thérapies plus codteuses car les agents pathogénes sont devenus
résistants aux médicaments disponibles dans le commerce (Fishbain et al., 2010 ; WHO,
2014).

Réduire le délai de rendu des résultats et fournir aux cliniciens I'information dont ils ont
besoin pour optimiser le traitement des patients est une priorité essentielle des laboratoires
hospitaliers de microbiologie. La résistance aux antibiotiques et surtout 1’implication des
biofilms bactériens dans la majorité des situations infectieuses rendent les décisions
thérapeutiques aléatoires. De nouvelles technologies faciles d’application, rapides et
automatisables doivent voir le jour. Idéalement, les qualités requises pour un nouveau test de
sensibilité de bactéries sessiles aux antibiotiques sont d’étre reproductible, facile d’utilisation,
applicable & de nombreux micro- organismes, prédictif de I’issue clinique, peu cofiteux, de
couvrir une gamme étenduede concentrations en antimicrobiens, d’éviter les contaminations
et de permettre 1’obtention rapide des premiers résultats. L’ Antibiofilmogramme, protocole
adapté du BRT permettant la détermination de la cinétique d’adhésion d’une culture
bactérienne supplémentée de diverses concentrations d’antibiotiques, parait pouvoir répondre
en de nombreux points a ces prérequis. Comme déja justifié précédemment,le BRT semble se
positionner idéalement comme le nouvel outil de test de la sensibilité des micro-organismes

sessiles aux antibiotiques. Il a permis, par la réalisation de tests Antibiofilmogrammes sur des
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isolats cliniques de P. aeruginosa, 1’identification directe des effets bénéfiques et deléteres
des antibiotiques pouvant étre préconisés dans le traitement des atteintes pulmonaires des
patients mucoviscidosiques. Dans un premier temps, ils ont pu mettre en évidence I’'impact
préventif des aminosides sur la formation de biofilms par des cellules sessiles. L’addition de
concentrations d’antibiotiques, jugées comme pertinentes pour leur efficacité in vivo, a des
cultures de P. aeruginosa, a conduit a un retardement de 1’adhésion spontanée des cellules.
Les résultats confirment donc I’intérét potentiel d’utiliser, comme molécules de premier
choix, cette classe d’antimicrobiens pour I’éradication des infections précoces aux bacilles
pyocyaniques. Bien entendu, cet effet bénéfique des aminosides ne peut étre extrapolé a
I’ensemble des souches bactériennes. Il s’oppose méme partiellement a certains travaux de la
littérature décrivant ces antibiotiques comme n’ayant aucun impact sur I’adhésion précoce des
bactéries voire méme comme pouvant I’induire a de faibles concentrations (Hoffman,
2005).( Elliott et al.) ont également noté cette capacité des concentrations subinhibitrices de
tobramycine a déclencher I’initiation de la formation de biofilm par 81 isolats cliniques de P.
aeruginosa, prélevés chez des patients mucoviscidosiques de moins de 15 ans (Elliott et al.,
2010). L’age des patients, chez qui les souches sont isolées, pourrait étre un parametre

influencant la réponse des bactéries aux aminosides.

En effet, les souches colonisant des pré-adolescents refletent encore probablement la primo-
colonisation des voies aériennes. Elles expriment donc un phénotype planctonique, permettant
ainsi I’induction du mode de vie sessile. A I’inverse, les souches cliniques de collection, chez
qui I’inhibition de I’adhésion par les aminosides a pu étre mise en évidence, ont toutes été
isolées chez des patients mucoviscidosiques de plus de 25 ans (données ne figurant pas dans
le RDC). Leur prélévement a donc été réalis¢é dans un contexte d’infection chronique,
impliquant un taux basal élevé de formation de biofilm. Un potentiel effet inducteur des
antibiotiques sera donc difficilement visible, contrairement a un processus de prévention de
I’adhésion bactérienne. Finalement, ce phénomeéne d’induction est justifié comme une
réponse adaptative des micro-organismes a une exposition d’antibiotiques. En effet, la
tobramycine est une molécule initialement synthétisée par la bactérie Streptomyces
tenebrarius, qui cohabite dans le sol avec P. aeruginosa. Il est donc probable que le bacille
pyocyanique ait développé une capacité d’adaptation a la tobramycine par la formation d’un
biofilm résistant, avant 1’utilisation méme de la molécule en clinique. Le caractére sessile de
P. aeruginosa répondant de manicre biphasique a I’action des antimicrobiens, ces derniers
peuvent alors avoir une action agoniste ou antagoniste sur la capacité des bactéries a former

un biofilm, en fonction de leurs concentrations (Kaplan, 2011). Ce constat souligne alors
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I’importance de mener des investigations a des concentrations variées d’antibiotiques. La
mise en place d’Antibiofilmogrammes précis et complets semble ainsi conforter le choix
d’une proposition thérapeutique efficace pour certains prélévements cliniques. D’autant plus
que cet effet inhibiteur potentiel des antibiotiques sur la formation du biofilm bactérien a pu
étre confirmé par différentes méthodologies, dont la technique conventionnelle in vitro de
marquage des cellules adhérentes au Cristal Violet et un modele plus complexe de co-culture
cellulaire, renforcant ainsi la véracité de son existence. En paralléle, la realisation
d’Antibiofilmogrammes a révélé la capacité des B-lactamines a induire, ou tout du moins
accélérer, I’adhésion précoce de souches cliniques non adhérentes (conservation spontanée du
phénotype planctonique sur au moins 6h d’incubation). Selon leurs concentrations, ces
antibiotiques peuvent conduire a la stimulation négative des micro-organismes, conduisant a
I’initiation de la formation d’un biofilm bactérien. Bien que souche-dépendant, cet effet
indésirable de I’antibiothérapie générale peut se produire lors du traitement d’infections
pulmonaires par P. aeruginosa. Comme pour la validation du phénomene d’inhibition par les
aminosides, ils ont souhaité confirmer le processus d’induction par une méthodologiein vitro
comparative. lls ont donc eu recours encore une fois a la technique de détection du biofilm par
CV. Etrangement, pour cet effet spécifique et délétére des B-lactamines, aucune concordance
de résultats n’a pu étre retrouvée, alors que I’impact préventif des aminosides avait pu étre
démontreé par les deux méthodes. Cette absence de corrélation entre le BRT et le CV dans le
cas présent interrogé sur la limite de détection de la technique de marquage. En effet, un des
désavantages bien connus de cette méthode est I’estimation de 1’adhésion bactérienne pouvant
étre biaisée en cas de faible production de biofilms. Sachant que le BRT permet précisément
de mettre en évidence 1’adhésion précoce des micro-organismes, le phénomeéne d’induction de
la formation précoce de biofilm par les antibiotiques pouvait étre détecté en
Antibiofilmogrammes et non pas par la méthodologie du CV (temps d’incubation trop court

pour permettre un marquage efficace des cellules adhérentes).

Pour vérifier cela, un traitement enzymatique préalable de culture microbienne additionnée
de différentes concentrations d’antibiotiques. L’ajoute de DNase I aux préparations
bactériennes a permis de confirmer I’inhibition de 1’adhésion précoce des bactéries
initialement induite par les antibiotiques. Ces données complémentaires, indétectables par
les techniques d’étude standards actuelles, précisent un peu plus I’efficacité du BRT et de
I’ Antibiofilmogramme quant & leur capacité a mettre en avant des comportements bactériens
précoces et 1’effet consécutif des antimicrobiens sur les micro-organismes. De plus,

I’évaluation des cinétiques d’adhésion des isolats bactériens, ayant acquis un phénotype
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sessile suite aleur contact avec des concentrations inductrices d’antibiotiques, a révélé le
caractére réversible du processus. Concrétement, les B-lactamines sont capables, de par leur
simple présence dans le milieu, d’induire I’expression transitoire de genes spécifiques a
I’adoption du phénotype sessile par les bactéries (Kaplan et al, 2012). Une fois que les
antibiotiques sont retirés du milieu, les micro-organismes, pour qui 1’établissement d’un
biofilm protecteur engendre une dépense énergétique conséquente, ré-adoptent rapidement
leur phénotype planctonique spontané. Ce comportement d’anticipation des bactéries a une
future exposition a un traitement antibiotique est courant in vivo. Cependant, pour les
patients mucoviscidosiques, pour qui les antibiothérapies sont la plupart du temps
administrées en continu, il est peu probable que la réversibilit¢ de 1’adhésion précoce
bactérienne induite puisse avoir lieu. La conséquence directe de thérapeutiques inappropriées
semble alors I’induction prématurée de la chronicité des atteintes pulmonaires. Cet effet
indésirable des antibiotiques sur la mise en place d’un biofilm bactérien ne doit donc pas étre
pris a la l1égére et semble alors pertinent a évaluer en routine au méme titre que le potentiel
inhibiteur d’autres molécules. Dans les deux cas, 1’ Antibiofilmogramme apparait comme le
test le plus adéquat dans [I’objectif d’affiner les prescriptions thérapeutiques pour la

mucoviscidose.







Conclusion

Conclusion

Le biofilm semble faciliter la survie des bactéries pathogénes dans 1I’environnement et chez
leurs hotes. Parce que les bactéries formant des biofilms ont des caractéristiques différentes
des bactéries planctoniques, Les principales caractéristiques du biofilms sont rappelées et les
techniques d’études sont présentées. Elles ont permis d’établir un modéle du développement
des biofilms en cinq étapes : adhésion réversible des bactéries de la phase planctonique a une
surface, irréversibilité de I’adhésion correspondant a la synthése de structures a la surface des
bactéries, formation de microcolonies, puis développement deces microcolonies traduisant le
stade de maturation du biofilm et colonisation de nouvelles surfaces. Les coopérations
métaboliques entre cellules et les échanges d’informations sont évoquées, de nouveaux outils
et de nouvelles approches pour la prévention, le traitement etle diagnostic de ces bactéries
pathogénes sont requis.. La formation d’un biofilm peut augmenter la résistance aux
antibiotiques. La tolérance du biofilm aux agressions extérieures que peuvent constituer les
antibiothérapies est une de ses particularités les plus remarquables. En effet, il est désormais
largement reconnu que les concentrations minimales inhibitrices (CMI) d’antibiotiques,
efficaces sur des bactéries sessiles, sont 10 a1000 fois plus concentrées que celles qui le

seraient sur leur version planctonique.

La résistance aux antibiotiques est devenue une préoccupation mondiale et constitue un
probléme majeur de santé publique. En effet, nous assistons a une importante augmentationde
la résistance aux antibiotiques chez les bactéries a Gram négatif.La résistance aux ATBspeut
étre naturelle ou acquise, Il existe deux mécanismes de résistance aux antibiotiques:

Mécanisme génétique et Mécanisme biochimique.

Pseudomonas aeruginosa est donc fréqguemment impliqué dans les infections associées
aux soins, principalement chez les patients immunodéprimés bénéficiant de dispositifs
implantables. La bactérie s’est ainsi imposée au cours des derniéres décennies comme le
pathogene-type des infections hospitaliéres et nosocomiales. Elle se rencontre eégalementen
ambulatoire chez les patients atteints de mucoviscidos, La résistance de P. aeruginosa, aux

fluoroquinolones et aux aminosides est devenue préoccupante en milieu hospitalier.

La consommation d'antibiotiques doit étre réduite avec Surveillance de la consommation

d’antibiotique et de la résistance bactérienne afin de lutter contre 1’antibio- résistance.
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Annexel : Principales classes d’antibiotiques et leurs spectres d’activité (zomahoum,2005,

Ezéby, 2007).

Familles ou moléculesnon classées
(Modes d'action)

Principales groupes ou molécule

Spectre

Acide fusidique(Inhibition de la synthése
des protéines)

Acide fusidique

Etroit (coques et bacilles a
Gram positif, coques a Gram
négatif,)

Aminosides ou
aminoglycosides (Inhibition de la
synthésedes protéines)

Amikacine, Apramycine
Dibékacine, Dihydrostreptomycine,
Framycétine, Gentamicine,
Isépamicine, Kanamycine
Néomycine, Nétilmicine,
Paromomycine, Sisomicine

Spectinomycine,
Tobramycine.

Streptomycine,

Large (sauf bactéries

anaérobies).

Béta-lactamines (Inhibition de la
synthésedu  peptidoglycane)

groupe de la pénicilline G
Clométocilline, Pénicilline G
Pénicilline V

Etroit (coques et bacilles a
Gram positif et a Gram
négatif)

Pénicillines antistaphylococcique
Cloxacilline, Dicloxacilline,
Méticilline, Nafcilline, Oxacilline

Etroit (identique a pénicilline
q).

aminopénicilline
Amoxicilline

Ampicilline et molécules libérant de
I'ampicilline in vivo (bacampicilline,
pivampicilline, métampicilline,
hétacilline)

Epicilline

Large.

Carboxypénicillines
Carbénicilline, Carfécilline
Ticarcilline

Large.

Uréido pénicillines
Azlocilline,Mezlocilline
Pipéracilline

Large.

Pénicilline sulfone
Sulbactam, Tazobactam.

Inhibiteurs des béta

lactamases.

Carbapenems Large (grande stabilité vis a

Imipenéme vis de diverses béta-
lactamases).

Clavams ou oxapenam Inhibiteur des béta

Acide clavulanique lacatamases (utilisé  en

association avec une autre
béta-lactamine).

Monobactams

Aztréonam.

Etroit (bacilles & Gram négatif
aérobies

E
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de ladihydrofolate
réductase).

Céphalosporines de 1la 1 eére | Large.
génération
Béta-lactamines (Inhibition de la Céfalexine, Céfaloridine,
synthésedu  peptidoglycane) Céfalotine, Céfapirine Céfazoline
Céphalosporines de la 2 éme | Large.
génération
Céfamandole, Céfotétan, Céfoxitine,
Céfuroxime, Céfuroxime
Céphalosporines de la 3 éme | Large.
génération
Céfopérazone, Céfotaxime
Ceftazidime, Ceftizoxime
Ceftriaxone, Céfixime, Latamoxef
Autres céphalosporines Large.
Céfixime, Céfopérazone,
Cefsulodine
Diaminopyrimidines (Inhibition Baquiloprim, Triméthoprime Large.
de ladihydrofolate
réductase)
Fosfomycine Fosfomycine Large
(Inhibition de la synthésedu
peptidoglycane)
Glycopeptides Teicoplanine, Vancomycine Etroit: bactéries a Gram
(Inhibition de la synthesedu positif.
peptidoglycane)
Imidazolés Métronidazole, Ornidazole, Etroit (bactéries anaérobies
(Coupure des brins d'ADNet déroulement Secnidazole, Tinidazole strictes)
del'ADN)
Lincosamides Clindamycine, Lincomycine Etroit (essentiellement
(Inhibition de la synthesedes protéines) coques et bacilles a Gram
positif, coques a Gram
négatif)
Macrolides Azithromycine, Clarithromycine Etroit (essentiellement
(Inhibition de la synthésedes protéines) Dirithromycine, Erythromycine, coques a Gram positif, coques
. s . a Gram négatif, bacilles a
Josamycine, Midécamycine, .
Gram positif)
Miokamycine, Oléandomycine,
Roxithromycine, Spiramycine,
Tilmicosine, Tylosine.
Nitrofuranes Furaltadone, Furazolidone, Large.
(Inhibition de la synthésedel'ADN) Nifuroxazide, Nitrofurantoine
Nitrofurazone.
Novobiocine (Inhibition de Novobiocine. Etroit (coques et bacilles a
réplication de I'ADN) la Gram positif, coques a Gram
négatif).
Phénicolés Chloramphénicol, Florfénicol | Large
(Inhibition de la syntheésedes protéines) | Thiamphénicol.
Diaminopyrimidines (Inhibition Baquiloprim, Triméthoprime Large.
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Fosfomycine Fosfomycine Large

(Inhibition de la synthésedu

peptidoglycane)

Glycopeptides Teicoplanine, Vancomycine Etroit: bactéries a

(Inhibition de la synthesedu Grampositif.

peptidoglycane)

Imidazolés Métronidazole, Ornidazole, Etroit (bactéries

(Coupure des brins d'ADNet déroulement Secnidazole, Tinidazole anaérobiesstrictes)

del'ADN)

Lincosamides Clindamycine, Lincomycine Etroit (essentiellement

(Inhibition de la synthésedes protéines) coques et bacilles a Gram
positif, coques a Gram
négatif)

Macrolides Azithromycine, Clarithromycine Etroit

(Inhibition de la synthésedes protéines) Dirithromycine, Erythromycine, (essentielleme

Josamycine, Midécamycine,
Miokamycine, Oléandomycine,
Roxithromycine, Spiramycine,
Tilmicosine, Tylosine.

nt coques a Gram positif,
coques a Gram négatif,
bacilles a Gram positif)

Nitrofuranes
(Inhibition de la synthesedel'ADN)

Furaltadone, Furazolidone,
Nifuroxazide, Nitrofurantoine

Large.

Nitrofurazone.
Novobiocine Novobiocine. Etroit (coques et bacilles a
(Inhibition de laréplication de Gram positif, coques a Gram
I'ADN) négatif).
Phénicolés Chloramphénicol Florfénicol | Large
(Inhibition de la synthésedes protéines) Thiamphénicol.
Pleuromulines (pleuromutilines) Tiamuline, Valnémuline Large
Polypeptides Polymyxine B et colistine Etroit (bactéries a
(Action sur la membrane externe des Gramnégatif)
bactéries a Gram négatif et/ou sur la
membrane cytoplasmique) _

Bacitracine, Gramicidine Etroit (bactéries a

Tyrocidine

Grampositif et a
Gram négatif)

Quinolones et fluoroquinolones
(Inhibition de la synthesede I'ADN par
blocage del'ADN gyrase et de la
topoisomérase [V)

Quinolones de 1ére génératio :
Acide nalidixique,

Acide oxolinique,

Acide pipémidique,

Acide piromidique, Fluméquine

Etroit (bacilles a

Gramnégatif)

Nouvelles quinolone

Ciprofloxacine, Danofloxacine

Difloxacine, Enoxacine,

Enrofloxacine, Fléroxacine,
Levofloxacine, Loméfloxacine
Marbofloxacine, Norfloxacine

Ofloxacine, Orbifloxacine ,

Large
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Annexe 2 : Préparation de 1 ml de la matrice MALDI

-Dans un tube polypropyléne 1.5 ml, introduire 2 pointes de spatules d’alpha-cyano-4-

Hydroxycinnamic acid (HCCA).
-Ajouter 500 pl d’acétonitrile HPLC.
-Ajouter 475 pl d’eau HPLC.
-Ajouter 25 ul de TFA (trifluoroacetic acid)
-Vortexer ou secouer vigoureusement.
-Soniquer 10 min puis centrifuger 5 min a 13000 g.

-Transférer le surnageant dans un tube polypropyléne 1.5 ml propre.
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Annexe 3 : Tableau de lecture de la galerie miniaturisée APl 20 NE
(http://www.biomerieux.com).

Tests Substrat Enzymes/Réactions Résultats
Négatif | Positif
NO3 | Nitratedepotassium |  Réduction des nitrates NIT1+NIT2 /5mn
en nitrites Incolore | Rose/rouge
Réduction des nitrates ZN /5 mn
enazote Incolore | Rose
TRP Tryptophane Formation d’indole TRP / 3-5mn
Incolore Rose / rouge
GLU Glucose Fermentation Bleu a vert Jaune
ADH Arginine Arginine dihydrolase Jaune Orange/rose/rouge
URE Urée Uréase Jaune Orange/rose/rouge
ESC Esculine Hydrolyse (f-glucosidase) Jaune Gris/marron/noir
GEL Gélatine Hydrolyse Pas de diffusion du Diffusiondu
(protéase) pigmen pigment noir
PNPG | p-Nitro-phényle-fD- B-galactosidase Incolore Jaune
Galactopyranoside
GLU Glucose Assimilation Transparence Trouble
ARA Arabinose
MNE Mannose
MAN Mannitol
NAG N-acétyl-
glucosamine
MAL Maltose
GNT | Potassium Gluconate
CAP Acide Caprique
ADI Acide Adipique
MLT Acide Malique
CIT Trisodium Citrate
PAC Phényl-acétate
(0).4 Tetraméthyl-p- Cytochrome oxydase Incolore Violet
phenyléne diamine
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