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Auton VAN LEEUWENHOEK (1632-1723) , drapier hollandais et grand
amateur de loupes et instruments d’optique , découvre et décrit entre 1674 et
1687 le monde microbien .Mais celui-ci n’est véritablement reconnu qu’a partir
du milieu du XIXe siecle a la suite des travaux de louis PASTEUR puisqu’il
démontra en 1859 le réle des microorganismes comme agents infectieux |,
Pasteur concgut également des milieux de culture , des procédés de destruction

des microorganismes comme 1’autoclave et la pasteurisation(l) .

En 1878, SEDILLOT crée le terme de microbes parmi lesquels on

distinguera ensuite les virus et les bactéries(1).

Ces bactéries ont souvent été considérées comme des agents pathogenes et
agressifs grace a leurs différents constituants tels que le peptidoglycane qui est

actuellement neutraliseé par certains antibiotiques.
I. Objectif général
- Etudier I’effet de certains antibiotiques sur le peptidoglycane de la paroi
bactérienne.
I1. Objectifs Spécifiques
- Détailler la structure de la bactérie et les étapes de synthése du
peptidoglycane.
- Etudier les antibiotiques actifs sur le peptidoglycane.
- Determiner le mécanisme d’action des antibiotiques sur le peptidoglycane.

- Déterminer les modes de résistance utilisés par la bactérie.
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I. Historique

Apres I’adoption de la théorie du germe puis la théorie de 1’évolution : les
microorganismes ont été identifiés comme causes de maladies, les scientifiques
se sont mis a chercher des substances qui pourraient inhiber partiellement ou

totalement leur développement.

En 1867, un jeune étudiant Ernest Duchesne a décrit les propriétés anti-

infectieuses d’un bouillon de culture de moisissure du genre penicillium.

En 1889 le terme antibiose fut proposé en opposition au phénomeéne de

symbiose puis discuté et en 1932, le terme médical antibiotique fut adopte.

En 1940, les antibiotiques sont apparus et les maladies infectieuses (ex :
syphilis) furent en voie d’éradication ce qui eut un impact considérable sur la

sante des étres vivants (homme, animaux et végétaux).

Au début , ’antibiotiques €tait d’origine microbienne puis ’antibiotique de
synthese apparut en 1957 d’ou la définition du terme antibiotique par Turpin et
Velu : « Tout composé chimique ,élaboré par un organisme vivant ou produit
par synthése ,a coefficient chimio therapeutique élevé dont I'activité
thérapeutique se manifeste a tres faible dose ,d'une maniére spécifique, par
I'inhibition de certains processus vitaux, a l'égard des virus, des micro-

organismes ou méme de certaines cellules des étres pluricellulaires »

En meédecine humaine on peut voir la dénomination « antibiotique
antifongique » pour les classes pharmaceutique ayant un large spectre d’action

comprenant bactérie et champignons(2).



1. Définition actuelle

Un antibiotique est une substance chimique produite par un
microorganisme (le plus souvent un champignon), capable de détruire
(bactéricide) ou d’empécher la croissance (bactériostatique) des bactéries. Par
extension, toute substance naturelle, synthétique ou semi-synthétique susceptible

d’empécher le développement des microorganismes est appelée antibiotique(3).
I11. Classification des antibiotiques

Les différents antibiotiques exploités en médecine thérapeutique peuvent

étre classés par famille chimique et par leurs modes d’action :
1. Classification par famille chimique(4)

- Beétalactamines : Pénicillines, Inhibiteurs de bétalactamases,

Céphalosporines, Céphamycine , Carbapénémes, Monobactame.
- Glycopeptides : Vancomycine, teicoplanine, télavancine.
- Polypetides : Polymyxines, Lipopeptides.
- Quinolones : Quinolones 1ére génération, Fluoroquinolones.
- Rifamycines : Rifampicine, rifabutine.
- Sulfamide : Sulfaméthoxazole — triméthoprime.
- Nitro-imidazolés : Métronidazole, ornidazole.
- Aminosides : Tobramycine, gentamicine, amikacine.
- Tétracyclines : Cyclines, Glycylcyclines.

- Macrolides, lincosamides, synergistines, kétolides.



2. Classification par mode d’action (5)

4 catégories d’antibiotiques peuvent étre désignées selon le mode d’action
(figurel) :

= Inhiber la synthése de la paroi bactérienne :
Bétalactamines / Glycopeptide / Fosfomycine.
= Inhiber la synthese des protéines :
Aminoside / Macrolides / Rifampicine / tétracycline.
= Inhiber le fonctionnement de I’ADN
Quinolones / Sulfamide / Triméthoprine.

= Destruction de la membrane cytoplasmique.

Inhibation de la synthese

Destabilisation de la
de la paroi bactérienne

membrane plasmique

Inhibition de la

synthése protéique Détérioration de I'ADN

Figure 1: Schéma simplifié d’une cellule bactérienne présentant les différents modes

d’action des antibiotiques(6)



V. Choix de I’antibiotique (7)

Il est en fonction des critéres suivants :

- Sensibilité du germe : antibiogramme permettant de choisir 1’antibiotique
le plus actif ;

- Localisation de [I’infection : [I’antibiotique doit parvenir a forte
concentration au lieu de I’infection (bien connaitre le métabolisme du
médicament) ;

- Mode d’administration : il dépend de la présentation du médicament
(forme orale ou injectable) et des possibilités d’administration chez le
malade (vomissements ou coma) ;

- Contre-indications du produit : la toxicité propre du produit et 1’état du
malade (vieillard, nouveau-né, femme enceinte, pathologies associées).

- le colit : A efficacité et tolérance égales, il faut préférer 1’antibiotique le

moins co(teux.
V. L’antibiorésistance

L’utilisation excessive des antibiotiques, la prescription de molécules a
large spectre et de doses suboptimales sont des facteurs induisant 1’installation
de la résistance bactérienne: la bactérie n’accumule plus [D’antibiotique,
I’inactive ou change sa cible(8).

La résistance a un antibiotique peut étre naturelle, acquise, croisée ou
associée.

- Elle est naturelle si ce caractére est présent chez toutes les souches d’une

méme espece ou d’un méme genre. Elle peut €tre liée aux caracteres

physiologiques de I’espéce ou a la présence d’un géne de résistance.



Cette résistance naturelle est diie a I’absence de contact entre I’antibiotique

et la cible, il s’agit du phénotype sauvage.

- Elle est_acquise si elle est présente chez certaines souches d’une espéce
normalement sensible, son apparition est due a une mutation ou a

I’acquisition de matériel génétique étranger(4).

- Les génes de résistance codent pour des enzymes inactivatrices, il s’agit

du phénotype résistant(4).

- Elle est croisée si elle concerne des antibiotiques appartenant ou non a la

méme famille, elle résulte de la présence d’un seul mécanisme

biochimique(4).

- Elle est associée si elle concerne des antibiotiques appartenant a
différentes familles, elle résulte de la présence de plusieurs

mécanismes(4).

Pour avoir une meilleure utilisation des antibiotiques et étre actif sur les
bactéries impliquées dans les infections, on doit limiter I’émergence des souches

résistantes grace a la connaissance des mécanismes d’action des antibiotiques.
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I. Constituants de la bactérie

1. Définition d’une bactérie

Une bactérie est un étre unicellulaire qui possede les éléments essentiels a

la vie cellulaire(1).

La taille d’une bactérie varie entre 1 a 10 um. Le poids d’une bactérie est
d’environ 10-12 g. Elle contient 70% d’eau. Rapporté au poids sec, une bactérie
est constituée de protéines (55%), de lipides (10%), de lipopolysaccharides
(3%), de peptidoglycane (3%), de ribosomes (40%), d’ARN (20%) et d’ADN
(3%)(9).

2. Méthode d’étude

Compte tenu de leur taille (de lI'ordre du micron), la visualisation de la

bactérie nécessite ’utilisation de différentes sortes de microscopes :
* Le microscope optique pour observer la cellule dans son ensemble.

* Le microscope électronique pour observer 1’ultrastructure des constituants

de la cellule(10).

10



3. Structure de la bactérie (figure 2)

cellule bactérienne

Capsule ADN chromosomique

Chromatophore Graini de réiepve

Mésosome Pigments Flagelle

YN blasmidiaoe
Paro: ADN plasmidique Ribosonies

Membrane cytoplasmique Vacuoles a gaz

Figure 2: La structure générale d’une cellule bactérienne(11).

3.1. La capsule
- Ce constituant inconstant est le plus superficiel (figure3).

- La plupart des capsules sont composées de polysaccharides
(quelquefois polypeptides, composés d'acide D-glutamique, comme

chez Bacillus anthracis)(9).

- elle joue un réle important dans le pouvoir pathogene de certaines

especes bactériennes en les protégeant contre la phagocytose(1)
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Figure 3: Image microscopique d’une bactérie encapsulée (a gauche), non encapsulée (a

droite)(11)

3.2. Les cils ou Flagelles :

structures inconstantes chez les bactéries.

Ce sont des appendices filamenteux, composés entiérement de

protéines.
les protéines flagellaires sont appelées flagellines.

sont attachés dans le cytoplasme bactérien par une structure

complexe.

Ils constituent les organes de locomotion des bactéries.

Leurs nombre varie de 1 a 30 selon les especes.

Ils peuvent étre : (figure4)
= Fixés sur toute la surface de la bactérie : ciliature péritriche.
= Rassemblés a un ou deux poles : ciliature polaire.(1)

lIs jouent un rdle antigénique utilisé pour la différentiation des

especes bactériennes(9).
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Ciliature péritriche Ciliature polaire

Ciliature polaire

. monotricheEx :

g : TN .~ Pseudomonas aeruginosa,
\ Aeromonas spp, Vibrio spp

Ciliature polaire
TS M “mulfitriche
B . . .]\.--. r L il g ",“‘.-: i . " . . .
Ex : entérobactérie mobile E_}‘ - Pseudomonas
fluorescens
— - . Ciliature amphitriche et
Ly .

. _ ' . H -
- multitricheEx : Plesiomonas,
Helicobacter

Figure 4: Les types de ciliature des bactéries(10).

3.3. Le glycocalyx (figure5)
- feutrage polysaccharidique.
- Appelé slime car il englue les cellules.

- Il est responsable de I'attachement des bactéries aux cellules (cellules
buccales, respiratoires......) ou a des supports inertes (plaque dentaire
sur I'émail dentaire, biofilms sur les cathéters, ou encore les

protheses dans le cas de bactéries d'intérét medical).

- Il protege les bactéries de la dessiccation et les rend résistantes aux

antiseptiques, désinfectants, antibiotiques(9).
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Milieu extracellulaire
Glycocalyx
1y lL 188, 4)

N ) y ]
Cytosol

ol \leee

|_0= ose ou dérivé d'ose

Figure 5: schéma montrant la formation du glycocalyx par les molécules glucidiques

extracellulaires(12).

3.4. Les pili ou fimbriae

- lls peuvent étre observés chez les bactéries a Gram négatif, rarement

chez les bacteries a Gram positif.

- Plus fins que les flagelles, rigides et cassants.

- 11 s’agit de la polymérisation d’une sous-unité polypeptidique
(piline) assemblée a des polypeptides mineurs comme 1’adhésine(9).

- On distingue 2 types de pili, différent par leur diamétre (de 3 a 8 nm)

et leurs fonctions:

= Les pili communs : ils ont un réle dans I’adhésion des bactéries

aux cellules hotes.

» Les pili sexuels:ils jouent un role dans la conjugaison
bactérienne (transfert de plasmides d'une bactérie a une
autre)(10).
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3.5. La Spore bactérienne

- la sporulation : propriété de certaines bactéries, entre autres d'intérét
médical (genre Clostridium et Bacillus) de se différencier en formes

de survie appelées spores.
- C’est une cellule bactérienne au rep0s.

- Elle est hautement résistante a la dissection, a la chaleur et aux

agents chimiques(1).
3.6. Le cytoplasme

- C'est un gel dans lequel baignent les différents éléments

cellulaires(10).

- Il contient une variété¢ importante d’inclusions .Elles servent a
emmagasiner des réserves organiques (glycogene, poly-B-
hydroxybutyrate) ou inorganiques (granules de polyphosphate ou

métachromatique, magnétosomes)(9).
3.7. L’appareil nucléaire des bactéries
- C’est le support de I’information génétique.

- 11 s’agit d’une formation en double hélice circulaire (parfois
linéaire), surenroulée gréce aux topo-isomerases. Longueur 1 mm. Il
est composé d’ADN (60%), d’ARN (30%) et de protéines (10%).
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3.8. L’ADN extra-chromosomique
- Non indispensable a la vie de la bactérie.
- Les plasmides :

= (Ce sont des molécules d’ADN double brin qui se répliquent
indépendamment du chromosome, qui peuvent s’intégrer a

celui-ci et qui sont transmissibles.
3.9. Les ribosomes

- Petites granulations sphériques de 10 a 30 nm de diametre qui sont
tres abondantes dans le cytoplasme des bactéries en croissance.

- lls jouent un réle fondamental dans la biosynthése des protéines. C'est
a leur niveau que les acides aminés s'unissent les uns aux autres par

liaison peptidique pour former une protéine(10).
3.10. La membrane cytoplasmique

- Elle limite le cytoplasme de la bactérie(10).

- C'est une membrane trilamellaire formée d’une double couche de
phospholipides dont les pdles hydrophobes sont face a face, associée a
des protéines (figure6).

- Certaines protéines, les perméases, ont un réle important dans les
échanges.

- D’autres ont un réle dans la synthése du peptidoglycane et sont des
protéines de liaison aux peénicillines (PLP ou PBP)et d’autres protéines
sont des enzymes respiratoires ou impliquées dans la production
d'énergie (ATPase)(9).
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- C’est une barriére semi-perméable qui permet aux bactéries de
concentrer des substances dans leur cytoplasme et d’empécher la

pénétration de substances indésirables(10).

Erotéine canal Milieu extracellulaire Gluddes

(proténe de transpoct!

Tétes hydrophies

Protéine glebudaire Gheopretéine

3icouche

m : shosphelipidique
Il H {
Ih l; y' l‘. "- .

Protéine transmemirandygteine de surface
Istructure globulaire!

Protéine transmembeangire
Istructure en helce alphal

Cytoplasme

Protéine périphénque

Flaments de cytosqueette Chaines hydrophebes

Figure 6: Les différents constituants de la membrane plasmique(13).

3.11. La paroi bactérienne (figure7)
eMéthode d’étude :

Coloration de Gram : elle est fondée sur I'action successive d'un colorant, le

cristal violet, d'iode puis d'un mélange d'alcool et d'acétone. Christian Gram
(1853-1938) a été I’inventeur de la coloration en 1884. Son intérét est de donner
une information rapide et médicalement importante, car le pouvoir pathogene et

la sensibilité aux antibiotiques sont radicalement différents.

17



Elle permet de distinguer la paroi des bactéries ayant du peptidoglycane.

Coloration en 4 étapes :
1. coloration par le violet de gentiane ;
2. mordangage avec du lugol (solution d’iode iodo-iodurée) ;
3. décoloration par I’alcool
4. coloration par la safranine

Etapes 1 et 2 = coloration en violet du contenu de la bactérie et fixation par

le lugol des structures internes.

Etape 3 = décoloration du cytoplasme des bactéries ayant une paroi pauvre
en peptidoglycane qui laisse passer I’alcool pour éliminer le violet de gentiane =

bactérie a Gram négatif

Etape 4 = contre-coloration par la safranine teintant en rose les bacteries

précédemment décolorées.

Les bactéries a Gram positif restent colorées en violet (pas de passage a

travers la couche de peptidoglycane)(9).
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Figure 7: Comparaison des enveloppes des bactéries Gram-positives et Gram-

négatives(14).

« Types de la paroi bactérienne (Tableau I):

Tableau | : Comparaison des enveloppes des bactéries Gram-positives et Gram-

négatives(15).

Bactériesa Gram +

Bacté&iesa Gram -

Aspect en microscopie

Une couche épaisse et amorphe

Deux couches séparées par un

électronique espace clar
Présence d'une membrane Non Oui
externe
Présenced’un espace péri Non Qui
plasmique
Peptidoglycane Epais (10 2 80nm), représente Mince (2 2 6nm), représente
40% du poids sec, détermine la moins de 10% du poids sec,
morphologie bactérienne. détermine la morphologie
bactérienne.
Acides téichoiques Présents Absents
Présencede protéines Possible : liaisons covalentes avec Frequente
le peptidoglycane, réle éventuel
dansle pouvoir pathogéne, réle
éventuel dans | 'antigénicité
spécifique.
Présencede polysaccharides | Possible: antigénes spécifiques de Possible
groupe pour certaines espéces
Lipopolysaccharides Absents Présents
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eR0le de la paroi bactérienne :

- La paroi est I'enveloppe caractéristique de la cellule procaryote. Elle est
un véritable exosquelette qui lui confere sa forme et lui permet de
résister a la forte pression osmotique interne comprise entre 5 et 20
atmospheres.

Elle peut présenter une carte d’identité appelee :

- lisotype: les acides teichoiques permettent la fixation des
bactériophages sur la paroi Gram positive, puis la lyse de la bactérie.

Cette propriété permet la différenciation entre les especes bactériennes.

- Sérotype : les différents constituants de la paroi tels que les
lipopolysaccharides chez les Gram négatives sont a 1’origine de
nombreuse proprietes antigéniques lesquelles permettent la distinction

sérologique des espéces bactériennes proches(11).

- Elle est le site d’action d’enzymes exogenes (lysozyme) ou endogenes
(autolysines) ou d’antibiotiques qui inhibent la synthése du

peptidoglycane(9).

- Elle joue un role non spécifique contre l’infection en activant le
complement par la voie alterne libérant les fractions C3a et C5a (effet
chimiotactique) et C3b (effet opsonisant) et ce grace au LPS et au

peptidoglycane(9) .
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I1. Les peptidoglycanes

La structure de la paroi bactérienne est différente selon qu’il s’agit de BGN
ou BGP , cependant , dans les deux cas , le peptidoglycane substance spécifique

des cellules bactériennes , en est un constituant majeur(16).
1. Structure du peptidoglycane

Le peptidoglycane est un polymere complexe formé de 3 éléments
differents (figure8) :
* une épine dorsale faite d'une alternance de molécules de N-

aceétylglucosamine et d'acide N- acétylmuramique ;

* un ensemble de chaine slatérales peptidiques, composées de 4 acides

aminés et attachees a lI'acide N-acétylmuramique;
* un ensemble de « ponts interpeptidiques »(9).

L'épinedorsale est la méme pour toutes les especes bactériennes tandisque
les chaines latérales de tétrapeptides et les ponts interpeptidiques varient d'une

espece a l'autre.

Laplupartdeschaineslatéralescomportentlal -
alanineenpositionl(attachéeal'acideN-acétyl- muramique), le D-glutamate en
position 2, l'acide diamino-pimélique, la lysine ou un autre acide aminé en

position 3, et la D-alanine en position4(1).
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NAG : N-acétyl glucosamine
ANAM : acide N acétyl muramique

Liaison 3 1-4 w
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Chaine peptidique
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interpeptidique

Figure 8: composition et structure du peptidoglycane chez diverses espéces
bactériennes(10).

2. Biosynthése du peptidoglycane

La synthése du peptidoglycane s’effectue dans 3 milieux différents

(figure9) :

- La formation d’un monomeére disaccharide-pentapeptide débute dans

le cytoplasme et se termine dans la membrane cytoplasmique.

- La polymérisation des chaines glycanes et le pontage transpeptidique

se déroule sur le coté externe de la membrane cytoplasmique(17).
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Figure 9: Schéma de la voie de biosynthése du peptidoglycane chez E. coli(18).

2.1. Dans le cytoplasme

La synthése du peptidoglycane débute toujours au niveau du cytoplasme
par la formation de deux principaux précurseurs nucléotidiques : 1’UDP-N-
acetylglucosamine  (UDP-GIcNAc) et [D’acide UDP-N-acétylmuramyl-
pentapeptide (UDP-MurNAc-pentapeptide). La formation de ces deux
précurseurs peut se diviser en quatre étapes : (i). Formation de I’'UDP-GIcNACc a

partir du fructose-6-phosphate, (ii). Formation de I’'UDP-MurNAc a partir de
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I’UDP-GIcNAc, (iii). Assemblage de la sous-unité peptidique pour former
I’UDP-MurNAc-pentapeptide, (iv). Synthéses annexes permettant la formation

de I’acide D-glutamique et du dipeptide D-alanyl-D-alanine (Figure 9)(18).
2.1.1. Syntheése de ’UDP-N-acétylglucosamine

L’UDP-GIcNACc est synthétisé a partir du fructose-6-phosphate en quatre
étapes faisant intervenir trois enzymes différentes (Figure 10) : GImS, GImM et
GImU(18).

Fructose-6-P

Glucosamine -6-P

Glucosamine -1-P

Acetyl-CoA
CoA

N-acétylglucosamine -1-P

JTe

UDP-N-acétylglucosamine

|UDP.GIcNAC

Peptidoglycane Lipopolysaccharides

Figure 10: Formation de I’UDP-N-acétylglucosamine(18).

2.1.2. Synthése de I’acide UDP —N-acétylmuramique

La formation de 1’acide UDP-N-acétylmuramique (UDP-MurNACc) a partir
de I’'UDP-GIcNAC se fait en deux étapes et nécessite 1’intervention de deux
enzymes distinctes : MurA et MurB(figure 11)(18).
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Phosphoénolpyruvate
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UDP-GIcNAc-énolpyruvate

NADPM + H*

» NADS

Acide UDP-N-acétylmuramique

P-MurNAC

Peptidoglycane

Figure 11: Synthése de I’acide UDP-N-acétylmuramique (18).

Lors de la premiére étape, catalysée par MurA, un groupement
énolpyruvate provenant du phosphoénolpyruvate (PEP) est transféré sur le
groupement hydroxyle en position 3 de I’UDP-GIcNAc. Cela aboutit a la
formation de 1’UDP-GIcNAc-énolpyruvate. Cette réaction enzymatique est la

premiére directement impliquée dans la voie de biosynthese du peptidoglycane.

La seconde étape permettant la formation de I’'UDP-MurNACc et ce grace a
I’enzyme MurB qui est responsable de la réduction du groupement énolpyruvate
de I’'UDP-GIcNAc-énolpyruvate(18).

2.1.3. Synthése de I’UDP-MurNAc-pentapeptide

L’ UDP-MurNAc-pentapeptide est synthétis¢ a partir de 1’UDP-MurNAc
suite aux actions consécutives de quatre enzymes hautement specifiques
appelées Mur ligases ou Mur synthétases : MurC, MurD, MurE et MurF (Figure
9) .Ces quatre enzymes permettent les ajouts successifs de la L-Ala, du D-Glu,

d’un acide diaminé tel que le mesoA2pm - essentiellement retrouvé chez les
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bactéries a Gram négatif ou la L-Lys - essentiellement retrouvée chez les
bactéries a Gram positif et enfin d’un dipeptide dont la séquence est en général
D-Ala-D-Ala(19). Ce pentapeptide est greffé au niveau du groupement D-lactoyl
de PUDP-MurNAc.

La fixation du pentapeptide sur I’UDP-MurNAc permettra ainsi la
réticulation du peptidoglycane(18).

2.1.4. VVoies annexes

On retrouve dans la composition du peptidoglycane des acides aminés de la
série D (D-alanine / Dipeptide D-ala-D-ala / D-glutamate). Ce type d’acide
aminé n’est pas fréquemment rencontré et ils sont uniquement synthétisés pour

intégrer la voie de biosynthése du peptidoglycane(18).
2.2. Dans la membrane cytoplasmige

2.2.1. Formation du lipide |

L’enzyme MraY (phospho-N-acétylmuramyl-pentapeptide transférase) est
responsable du transfert du motif phospho-MurNAc-pentapeptide de 1’UDP-
MurNAc-pentapeptide sur 1’undécaprényl phosphate, permettant ainsi la
formation du lipide | (C55-PP-MurNAc-pentapeptide) avec libération d’UMP
(Figure 9)(18) .

2.2.2. Formation du lipide Il

L’enzyme MurG catalyse la condensation entre le motif GlcNAc, issu de
I’UDP-GIcNAc, avec une molécule de lipide I. Cette condensation a lieu au
niveau du groupement hydroxyle en position 4 du MurNAc et du groupement

hydroxyle en position 1 de la glucosamine, aboutissant ainsi a la formation
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d’une liaison B-(1—4) entre ces résidus (Figure 12),ainsi cela aboutit a la
formation du lipide Il (C55-PP-MurNAc(-pentapeptide)-GIcNAc) qui est le

dernier précurseur dans la voie de biosynthése du peptidoglycane(18) .

Le lipide Il est synthétisé par MurG sur la face cytoplasmique de la
membrane plasmique. Cependant, la polymérisation du peptidoglycane a lieu au
sein du périplasme. Le motif disaccharide pentapeptide a donc besoin d’étre
transporté a travers la membrane cytoplasmique pour étre pris en charge par les
PBPs(19).

GleNAce 0 OH MurNAc¢
|
2 | NH CH; O
HO/ ~/— —
H / - /L\O ﬁ/‘
O\AO 0- HN [
CH, | " o 0
HyC—CH L INg?
OH o oc O/P\
? H:C 9 .
L-Ala =9
‘ 0
p-Glu o -
‘' /

meso-A,pm

Pentapeptide | ) ]
p-Ala R __<j:<
' 2

-
'

8

S Chaine
Lipidique

Figure 12: Structure du lipide IT d’une bactérie a Gram négatif(18).
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2.2.3. Translocation du lipide Il a travers la membrane plasmique

La translocation du lipide Il a travers la membrane plasmique est une étape

essentielle dans la voie de biosynthese du peptidoglycane.

Actuellement, plusieurs hypotheses sont formulées sur 1’identité des

différents acteurs impliqués dans ce mécanisme :

- En 1994, Bugg et Brandish ont d’abord proposé que le lipide II puisse
diffuser de maniere spontanée a travers la membrane pour atteindre le

périplasme.

- En 2007, van Dam et ses collaborateurs ont refusé 1’hypothése précédente
en démontrant a 1’aide d’un lipide II fluorescent que sa diffusion simple
était trop lente pour subvenir aux besoins de la synthése du
peptidoglycane dans le périplasme, ils ont montré que la translocation
faisait intervenir une machinerie protéique spécialisée ou plusieurs

protéines membranaires ont été proposées.

- En 2011, Mohammadi et ses collaborateurs ont montre que la protéine
FtsW d’E.coli possédait in vitro une activité flippase pour le lipide Il au
sein de protéoliposomes reconstitués et au sein de vésicules membranaires

issues d’une souche d’E.coli(20).

- En 2014 Sham et ses collaborateurs ont montré in vivo I’implication de la
protéine MurJ dans la translocation du lipide Il a travers la membrane
plasmique chez E.coli , alors qu’en 2009 Fay et Dworkin avaient montré

gue MurJ ne joue pas ce role chez B.subtilis

- En 2015 Meeske et ses collaborateurs ont montré que la proteine AmJ

posséde une activité flippase pour le lipide II.
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L’identité de la protéine responsable du transport du lipide II risque de

faire débat encore quelque temps(18).
2.3. Polymérisation du peptidoglycane(18)

Une fois translogqué du cété périplasmique, le lipide Il sert de substrat pour

les étapes finales de la biosynthese du peptidoglycane.

Des proteines présentes chez toutes les bactéries contenant du
peptidoglycane et ayant un ancrage membranaire appelées PBPs (protéines liant
la péniciline ou « Penicillin-Binding Proteins »), catalysent dans un premier
temps la synthése des nouvelles chaines glycanes par des réactions de
tranglycosylation grace aux glycosyltransférases (GTs) , et assurent la
transpeptidation entre deux motifs peptidiques situés sur deux chaines de

glycanes adjacentes ( une existante et une néo-synthetisée) ( figure 13) .

Les PBPs de classe A possédent les deux activités alors que les PBPs de

classe B ne possédent que I’activité transpeptidase.
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Figure 13: Polymérisation du peptidoglycane(18).

La polymérisation d’une chaine de glycane s’effectue par additions
successives de motifs GIcCNAc-MurNAc(-pentapeptide), portés par le lipide I,
sur une chaine de glycane en croissance . Pour cela, le groupement hydroxyle en
position C4 du GIcNAc porté par le lipide Il va effectuer une attaque
nucléophile sur le carbone anomérique en C1 de la chaine de glycane en
croissance (Figure 13).La transglycosylation aboutit ainsi a la formation d’une
nouvelle liaison B-(1—4) et entraine de fagon concomitante la libération de

C55PP, qui sera recyclé par la suite en C55-P.

L’¢tape de transglycosylation est suivie par la réaction de transpeptidation
qui permet la formation d’un pont peptidique entre le résidu D-Ala en position 4
d’un pentapeptide donneur et I’acide diaminé en position 3 d’un pentapeptide

accepteur. L’énergie nécessaire a la formation de cette nouvelle liaison
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peptidique est fournie par la rupture de la liaison D-Ala-D-Ala du pentapeptide
donneur. Ces ponts interpeptidiques, de type 4—3, sont classiquement
synthétisés par le domaine D,D-transpeptidase des PBPs en suivant un
mécanisme en deux étapes. Tout d’abord, il y a la formation d’un acyl-enzyme
entre une sérine catalytique et la fonction carboxyle du résidu de D-Ala en
position 4 du pentapeptide donneur, ce qui entraine le départ du résidu de D-Ala
terminal. L’acyl-enzyme est ensuite attaqué par la fonction amine du
pentapeptide accepteur, ce qui aboutit a la formation d’une nouvelle liaison

peptidique (Figure 14)(18).
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Figure 14: Voies de transpeptidation (18).

D’autres protéines intervenant dans la réticulation du peptidoglycane ont
également été identifiées : les L,D-transpeptidases. Ces enzymes synthetisent

des ponts interpeptidiques de type 3—3(21).

La nature des ponts interpeptidiques présentés jusqu’ici (4—3 et 3—3) ne
refléte pas la diversité des ponts peptidiques retrouveée au sein de ’ensemble du
monde bactérien. En effet, la nature de ces ponts va dépendre de la composition

du lipide 11, qui peut varier en fonction des especes bactériennes(21).
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Une fois polymérisé au sein du périplasme, le peptidoglycane n’est pas une
structure figée. Au contraire, il s’agit d’une structure dynamique qui subit de
nombreuses modifications lors des étapes d’¢longation ou de division
cellulaire(18).

La macromolécule réticulée tridimensionnelle est ainsi constituée et sa
solidité dépend de I'importance des interconnexions. La paroi de la bactérie est

ainsi une unique macromolécule(9).
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Le peptidoglycane constitue une cible préférentielle et privilégiée dans la
lutte contre les microorganismes pathogénes. De nombreuses molécules
antibiotiques ciblent ainsi sa voie de biosynthese. Les exemples qui seront
mentionnés par la suite concernent des molécules qui sont actuellement utilisées
cliniguement pour traiter des infections causées par des bactéries

pathogenes(18).
l. Les béta-lactamines

Par le nombre, la diversité des molécules et par leurs indications
thérapeutiques, lesbéta-lactamines constituent la famille d’antibiotique la plus
importante depuis plus de 60 ans .Ils sont doués d’un large spectre d’activité
antibactérienne associée a une bonne diffusion tissulaire et action
bactéricide(22).

1. Classification des béta-lactamines
Les béta-lactamines, qu’elles soient naturelles ou produites par hémi -

synthese, sont classées en fonction de la nature du noyau entrant dans leur

structure de base.

La structure du noyau de base, qui comporte toujours le cycle béta-
lactame(figurel5),permet de répartir ces produits en trois grands groupes : les
dérivés de I’acide 6-amino-penicillanique, les dérivés de I’acide 7-amino-

céphalosporanique et les monobactames(16).
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1.1. Dérivés de I’acide 6-amino-pénicillanique (16)

Leur noyau de base associe un cycle b-lactame a un cycle thiazolidine
(figurel6), spécifique des pénicillines (figurel8). Il intégre le grand groupe des
béta-lactamines ayant un noyau péname, caractéristique des pénicillines, parmi
lesquelles il y a lieu de distinguer au moins sept sous-groupes différenciés par
leur structure chimique, leur stabilité, leur spectre et leur activité

antibactérienne, 1l s’agit de:

- phénoxypénicillines et - carboxypénicillines

analogues de la pénicilline G - acyluréidopénicillines

- méthicilline et - amidinopénicillines

isoxazolylpénicillines R )
- pénicillines sulfonées

- aminopeénicillines ] R
- méthoxycarboxypénicillines.
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D’autres b-lactamines ont un noyau qui dérive du noyau péname par

substitution du soufre en position 1 :
- acide clavilunique (figurel8).

- carbapénemes (figurel8).

cycle beta lactame

CH
HaNy\ 1S b :
5§ | 7 . \CH3
; o —— cycle thiazolidineg
O//B l‘(I \COOH

Figure 16: Acide 6-amino-pénicillanique(24).

1.2. Dérivés de I’acide 7-amino-céphalosporanique

Leur noyau de base associe un cycle b-lactame a un cycle dihydrothiazine
pour former I’acide 7-aminocéphalosporanique ou 7-ACA (noyau cépheme)

(figurel?), qui distingue les céphalosporines (figurel8) des pénicillines(16).

La particularitt du noyau cépheme et les nombreux radicaux de
substitution proposés expliquent les propriétés antibactériennes différentes des
céphalosporines, justifiant leur distinction fonctionnelle en plusieurs

générations, de spectre et d’intérét clinique variables(16).
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Figure 17: Acide 7-aminocéphalosporanique(24).

1.3. Monobactames

Leur noyau se caractérise par la présence du

azetidine, limiteé au cycle b-lactame (figure18)(16).

OH 0
OI“:/_ COOH
; n.”
0 > S
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Figure 18: classification des béta-lactamines selon la structure chimique (25).
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2. Mode d’action des béta-lactamines
2.1. Pénétration des béta -lactamines a travers la membrane externe

Chez les bactéries a Gram négatif, les béta-lactamines doivent traverser la
membrane externe pour atteindre les PLP cibles. Cette membrane agit comme
une barriére hydrophobe et les béta-lactamines, qui sont le plus souvent des
molécules hydrophiles, vont traverser cette barriére essentiellement par la voie

des porines(16).

Les porines représentent une trés forte proportion des protéines
transmembranaires de la membrane externe bactérienne (environ 10° chez E.
coli) et jouent un réle-clé dans la pénétration des béta-lactamines. Leur
regroupement en trimeres pour former des canaux transmembranaires avec une
structure en tonneau et un canal central hydrophile rempli d’eau permet la
diffusion au travers de la membrane de divers solutés hydrophiles, dont les béta-

lactamines hydrophiles(16).

Apres avoir traversé la membrane externe des bacteries a Gram négatif, les
béta-lactamines diffusent facilement a travers le peptidoglycane, qui est une
structure réticulée laissant passer des molécules de 100 000 daltons alors que le

poids moléculaire des béta-lactamines varie de 300 a 700 daltons(16).

Chez les bactéries a Gram positif, la pénétration est toujours possible

puisqu’il n’existe pas de membrane externe(16).
2.2. Fixation et action sur les protéines de liaison a la pénicilline

Les PLP, qui sont les cibles de b-lactamines, sont des protéines dont le site
actif enzymatique est enchassé sur la face extérieure de la membrane

cytoplasmique. Ce sont des polypeptides qui ont un poids moléculaire de 40 000
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a 120 000 daltons. La plupart des bactéries contiennent 1 000 a 10 000
molécules de PLP par cellule, ce qui représente environ 1% des protéines
membranaires totales. Chez les bacilles a Gram négatif, on retrouve entre six et
huit PLP désignées d’un nombre en fonction de leur taille décroissante: la, 1b,
2,3,4,5,6, 7, 8. Ces PLP, dont le nombre et le poids moléculaire varient en
fonction des espéces, sont au nombre de sept pour les entérobactéries et P.
aeruginosa, cing pour A. baumannii, huit pour H. influenzae. Les quatre
premiéres PLP (1a a 3) ont une activité transglycosylase/D-alanyl-Dalanine
transpeptidase et jouent un r6le majeur dans la survie de la bactérie alors que les
PLP4 a 6 ont une activité D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase et ne sont pas
essentielles a la survie bactérienne. L’inactivation simultanée des PLP1a et 1b,
impliquées dans 1’élongation cellulaire, aboutit a la formation de sphéroplastes,
rapidement suivie d’une lyse et de la mort bactérienne. L’inactivation de la
PLP2, impliquée dans la réalisation de la forme bacterienne, aboutit a la
formation de cellules ovoides osmotiquement stables, alors que celle de la PLP3,
impliquée dans la formation du septum de la division cellulaire, aboutit a la
formation de longs filaments qui vont se lyser lentement. L’inactivation des
PLP4, 5 ou 6, qui ne sont pas des PLP essentielles, n’entraine pas de
conséquences évidentes pour la bactérie. A des concentrations faibles, chaque
béta-lactamine a une affinité préférentielle différente vis-a-vis de chacune des
PLP. Si on augmente la concentration de I’antibiotique, d’autres PLP moins
affines sont également inhibées. A titre d’exemple, chez E. coli, I’ampicilline se
fixe surtout sur les PLP2 et 3, I’amoxicilline sur les PLPla, 1b et 2, les
céphalosporines le plus souvent sur les PLP1a et 3 et I’'imipénéme sur les PLP2
et 4. En regle générale, les béta-lactamines n’ont pas ou trés peu d’affinité pour

les PLP de bas poids moléculaire(16).
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Les béta-lactamines ciblent spécifiqguement les étapes de transpeptidation

lors de la polymérisation du peptidoglycane :

IlIs possédent tous au moins un cycle B-lactame qui est a D'origine de
I’activité antimicrobienne. Ce cycle mime la structure du dipeptide D-Ala-D-Ala
qui se trouve a l’extrémité du pentapeptide du lipide II (figure 19). Cette
ressemblance avec le dipeptide terminal leur permet d’interagir avec les
transpeptidases impliquées dans la réticulation du peptidoglycane. Cette
interaction est responsable de la formation d’un complexe penicillinoyl-enzyme
inactif suite a la création d’une liaison covalente entre la protéine et
I’antibiotique (figure 20).L’inhibition de la réaction de transpeptidation est
responsable de la désorganisation de la structure du peptidoglycane, qui ne peut

plus assurer sa fonction, entrainant ainsi la lyse de la bactérie cible(18,26).

W/N\ _-S RY N\{
O | \>< H
N o) or— N.
O/' /

O

/\OH H ‘COOH
@)
Peénicilline D-Ala-D-Ala

Figure 19: Homologie structurale entre la pénicilline et le dipeptide terminal D-Ala-D-
Ala(18).
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Figure 20: Inhibition de la synthése du peptidoglycane de S.aureus par les béta-

lactamines(27).

Si la lyse bactérienne peut théoriquement survenir par 1’action des forces
osmotiques sur une paroi altéree, le processus de lyse bactérienne résulte surtout
de la mise en jeu d’un systeme faisant intervenir des autolysines. CesS
autolysines sont des hydrolases endogenes présentes chez toutes les bactéries
qui, sous le contrdle strict de mecanismes de régulation, peuvent dégrader a
plusieurs niveaux la structure du peptidoglycane bactérien. Elles sont actives au
cours de la phase de croissance bactérienne, ce qui explique que les béta-
lactamines n’ont en régle générale pas d’action bactéricide sur les bactéries en

phase stationnaire, mais uniquement sur celles en phase de croissance(16).
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Il. Fosfomycine

1. Structures chimiques
La fosfomycine est une petite molécule dérivée de I’acide phosphorique.

Elle est commercialisée sous deux formes chimiques, la fosfomycine
sodique et la fosfomycine-trométamol, dont 1’utilisation et les indications sont
distinctes(figure 21)(28).

H, A _oN H, A "H2OH
Na / - O
¢ < HoN=C—CH,OH
o I ONa HiC " Nomn. i .
O 0 CH->OH

Fosfomycine - trométamol

H;C

el disodique de fosfomycine

Figure 21: 2 formes chimiques de la fosfomycine (29).

2. Mode d’action

La fosfomycine pénétre a I’intérieur de la cellule par deux systémes
d’import permettant le transport actif : GlpT (transporteur du L-a-
glycérophosphate), UhpT (transporteur du glucose-6-phosphate)
(30).L’expression d’UhpT nécessite en effet la présence de G6P, ainsi que de
plusieurs régulateurs dont UhpA, UhpB et UhpC. UhpC est un composant
membranaire qui, en présence de G6P, active UhpB, qui lui-méme phosphoryle
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UhpA, une protéine de réponse régulatrice (figure 21). UhpA phosphorylée se
lie au promoteur d’uhpT et induit sa transcription. L’expression des deux
transporteurs GIpT et UhpT nécessite, par ailleurs, la présence de taux élevés
d’AMP cyclique (AMPc) et de sa protéine réceptrice (CRP)(31).

I
|
Voie Glucose-3-P dépendante - Voie Glucose-6-P dépendante
I
I

Peptidoglycane

Membrane
interne

Figure 22: Représentation de la régulation des genes glpT(glycérol-3-P[G3P]dépendant)
et uhpT(Glucose-6-P[G6P]dépendant)(31).

La fosfomycine est un analogue structural du PEP et inhibe ainsi I’enzyme
cytoplasmique MurA (figure 22), en se liant de fagon covalente et irréversible au
niveau du residu catalytique Cys115(18,32) .

Cet antibiotique possede un large spectre d’activité puisqu’il agit a la fois

sur les bactéries a Gram positif et a Gram negatif(31).
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Figure 23: Représentation du mécanisme d’action de la fosfomycine mimant le substrat

de MurA(transférase):le phosphoénol pyruvate (PEP)(31).

I11. Glycopeptides

1. Structures chimiques

Antibiotiques polypeptidiques de structure complexe, nombreuses
molécules ont éte étudiées ou sont en cours de développement, mais seulement 2

glycopeptides actuellement utilisés en clinique :
-Vancomycine (figure23)
-Teicoplanine (figure24)(33).
Ils différent par :
o Leur composition
o Leurs critéres pharmacocinétiques et pharmacodynamiques

o Leurs voies d’administration
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Ce sont des molécules complexes :
o De poids moléculaire élevé : entre 1500 et 2000 daltons.

o Formées d’un noyau commun de 7 acides aminés(34).

Figure 24: structure chimique de la vancomycine(35).
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Figure 25: structure chimique de teicoplanine(36).

2. Mode d’action

Les glycopeptides sont au méme titre que les B--lactames des inhibiteurs
de la synthése du peptidoglycane de la paroi bactérienne. Leur action est
toutefois différente. L'inhibition est due a I'affinité de ces antibiotiques pour
I'extrémité (D- alanyl-D-alanine) des précurseurs du peptidoglycane (figure
25). Ceux-ci, apres avoir été synthétisés dans le cytoplasme bactérien, sont
transportés a travers la membrane cytoplasmique pour finalement étre branchés
par des enzymes membranaires bactériennes (transglycosylases et
transpeptidases) au peptidoglycane en cours d'élongation. La fixation du
glycopeptide sur I'extrémité du précurseur empéche, par encombrement stérique,

son branchement au peptidoglycane(4)(33,37).
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Ces antibiotiques sont lentement bactéricides. 1ls sont rarement
bactéricides au bout de 24 heures et ne le deviennent qu'apres 48 heures de
contact avec les bactéries. Cette bactéricidie lente n'est pas expliquée. Une
hypothése est que I'action des inhibiteurs de la synthése de la paroi
(glycopeptides ou béta-lactamines) active la libération d'autolysines qui
dégradent la paroi, provoquant ainsi un suicide bactérien mais que du fait de leur
taille et de I'encombrement stérique qu'ils provoquent, les glycopeptides génent
I'action de ces enzymes(4)(37).

Figure 26: Mode d'action des glycopeptides (38).
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I. La consommation des antibiotiques en FRANCE : en 2017 ET
depuis 10 ANS

En 2017, il a ét¢ vendu en France 759 tonnes d’antibiotiques destinés a la
santé humaine ,93 % des antibiotiques sont utilisés en médecine de ville et 7 %

en établissements de santé(39).
1. Enville

La consommation globale d’antibiotiques en médecine de ville, telle
qu’elle peut étre calculée a partir des déclarations de ventes des laboratoires
pharmaceutiques, s’inscrit a la hausse sur 10 ans. En 2017, elle est de 29,2 doses
pour 1 000 habitants et par jour et a un peu diminué par rapport a 2016 (30,3
doses)(39).

Dans le cadre de la Rémuneération sur Objectifs de Santé Publique (ROSP)
des médecins généralistes, I’ Assurance maladie suit le nombre de prescriptions

d’antibiotiques réalisées :
En 2017 :

e le nombre de prescriptions d’antibiotiques chez les patients adultes
agés de 16 a 65 ans sans affection de longue durée (ALD) continue de
diminuer: -3,4 prescriptions pour 100 patients par rapport a 2016, soit
770 000 prescriptions évitées(39).

e [Le nombre de prescriptions d’antibiotiques particulierement
générateurs de résistance (amoxicilline + acide clavulanique ;
céphalosporines de 3e et 4e générations ; fluoroquinolones) diminue
également de facon marquée : -3,7 prescriptions pour 100 patients par
rapport a 2016, soit 340 000 prescriptions de ce type évitées(39).
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Ce nouvel indicateur ROSP ciblant le « médecin traitant de I’enfant » et les
céphalosporines de 3e et 4e générations a concerné plus de 35 000 médecins en
2017 (principalement médecins généralistes et pédiatres) prenant en charge dans
ce cadre 2,2 millions d’enfants au 31 décembre 2017. Ces prescriptions ont été
réduites de -7 prescriptions pour 100 enfants de moins de 4 ans et de -3,5

prescriptions pour 100 enfants de 4 a 15 ans par rapport a 2016(39).
2. En établissements de santé

En établissements de santé, 1’exploitation des déclarations de ventes
d’antibiotiques montre depuis 10 ans une consommation d’antibiotiques plutot
stable lorsqu’elle est rapportée a ’ensemble de la population frangaise: autour
de 2,1 doses pour 1 000 habitants et par jour sur I’ensemble des établissements
de santé francais, public et privés. Ce chiffre prend en compte toutes les
situations d’utilisation : hospitalisation complete, hospitalisation de jour et

rétrocession(39).

La quantité consommée dans plus de 1 600 hopitaux volontaires pour
surveiller et analyser la consommation des antibiotiques au regard de
I’exposition possible des patients (journées d’hospitalisation) est de 362 doses

pour 1 000 journées d’hospitalisation(39).

La quantité d’antibiotiques consommée est 2 a 3 fois plus élevée dans les
services de maladies infectieuses et en réanimation qu’en médecine ou chirurgie.
En effet, les patients hospitalisés dans ces services ont plus souvent besoin
d’antibiotiques pour leur traitement. C’est pourquoi il faut connaitre I’activité
des établissements pour comprendre et interpréter leurs consommations

d’antibiotiques(39).
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I1. La résistance bactérienne aux antibiotiques

L'administration répétée d'antibiotiques chez I'nomme crée ce qu’on
appelle une pression de selection qui tend a favoriser mutations et échanges
plasmidiques responsables d’acquisition de résistances aux antibiotiques. Elle
tend ainsi a éliminer les bactéries sensibles pour laisser place aux bactéries

résistantes(7).
1. Mécanismes de la résistance bactérienne aux béta-lactamines

Pour agir, les béta-lactamines doivent pouvoir atteindre leurs cibles, qui
sont les PLP. Dans un premier temps, elles doivent pénétrer a travers la
membrane externe qui est une barriere de permeéabilité présente chez les
bactéries a Gram négatif, puis traverser le peptidoglycane bactérien et 1’espace
périplasmique pour se lier avec une certaine affinité aux PLP présentes sur la
membrane cytoplasmique et indispensables a la synthese de la paroi bactérienne.
A chacune de ces étapes, la bactérie peut opposer un ou plusieurs moyens de
defense. S’ils sont exprimés a 1’¢tat naturel chez toutes les bactéries d’une
espéce, on parle de résistance naturelle d’espéce ; s’ils sont acquis uniquement

par certaines bactéries de 1’espéce, on parle de résistance acquise(16).

L’existence et la fréquence de ces mécanismes de résistance acquis sont la
justification essentielle de la pratique d’un antibiogramme, car en ce qui
concerne les résistances naturelles la simple identification de I’espéce est
suffisante. Ces mécanismes de résistance acquis aux béta-lactamines sont de

nature enzymatique ou non enzymatique(16).
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e Le premier mécanisme non enzymatique chez les bactéries a Gram négatif
est la diminution de perméabilité des porines de la membrane externe qui
empéche la pénétration de 1’antibiotique ou limite fortement sa

concentration dans ’espace périplasmique(16,40).

e [e second mécanisme non enzymatique est la sélection d’une mutation
qui aboutit a une hyperexpression d’un systéme d’efflux actif et va
permettre a la bactérie de rejeter davantage d’antibiotique dans le milieu

extéerieur(16,40).

e Le troisieme mécanisme est la modification de la cible des béta-
lactamines (PLP) par mutation ou [I’utilisation par la bactérie de
transpeptidases alternatives pour la synthese du peptidoglycane peuvent

génerer une resistance bactérienne(16,40).

Les mécanismes enzymatiques acquis ont en commun la production en
forte quantité d’une b-lactamase qui va hydrolyser la béta-lactamine(40). Pour
cela, le génie bactérien peut mettre en ceuvre deux principales stratégies :
acquisition d’une b-lactamase a partir d’autres especes et/ou mutation
aboutissant a I’hyperproduction irréversible (dérépression) d’une b-lactamase
constitutive de 1’espece. En outre, pour faire face a I’introduction d’une nouvelle
b-lactamine résistante aux b-lactamases, la bactérie peut modifier le type de b-
lactamase produit et étendre son profil de substrat en incorporant de nouveaux
genes ou en modifiant par mutation des genes existants. Ces mécanismes
peuvent étre isolés ou associés entre eux. Leur importance respective varie en

fonction de la structure de la paroi bactérienne(figure26)(16).
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Figure 27: Représentation schématique des principaux mécanismes de résistance aux

béta-lactamines(16).

1.1. Mécanismes non enzymatiques

1.1.1. Imperméabilité de la membrane externe

\

Chez les bactéries a Gram négatif, la penétration des b-lactamines,
molécules hydrophiles, a travers la membrane externe constituée de
phospholipides s’effectue a travers les porines qui sont des canaux protéiques
remplis d’eau (figure 27). La sensibilité aux b-lactamines dépend du nombre de
porines fonctionnelles. L’altération des porines par mutation est a I’origine de
résistances acquises aux b-lactamines, soit par une modification structurale
d’une des porines essentielles, ce qui a été décrit chez E. coli, soit par une

diminution quantitative des porines, qui est la situation la plus fréquente(16,26).
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Figure 28: Les constituants de la paroi d’une BGN(41).

Deux porines principales sont présentes chez E. coli : OmpF et OmpC.
Chez les mutants de E. coli déficients en OmpC, la pénétration des b-lactamines
est assurée par la porine OmpF, qui est suffisamment large, et il n’y a pas
d’augmentation de la résistance. Au contraire, pour les mutants déficients en
OmpF, les CMI des différentes b-lactamines sont augmentées pour les
molécules les plus volumineuses car la porine OmpC est plus étroite. Quant aux
mutants OmpF OmpC, leurs CMI sont augmentées d’une manicre tres
importante. La résistance acquise est d’autant plus forte vis-a-vis des béta-
lactamines que la molécule est plus volumineuse, plus hydrophobe et chargée
négativement. Les mutants de porines ont été produits in vitro au laboratoire
chez les bactéries a Gram négatif et décrits en pratique clinique chez diverses
especes d’entérobactéries et P. aeruginosa. Chez Enterobacter aerogenes, ce
mécanisme de résistance est rencontré, associé ou non a un mécanisme
enzymatique, chez environ 6 % des isolats cliniques et jusqu’a 40 % des souches
présentant une résistance elevée aux céphalosporines(16).
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Chez P. aeruginosa, le mécanisme prédominant de la résistance spécifique
aux carbapenémes est la perte de la porine OprD qui agit de fagcon synergique
avec I’hydrolyse par la b-lactamase constitutive de cette espece. La sélection de
mutants déficients en OprD survient chez 15 a 20% des patients traités en
monothérapie pour une infection a P. aeruginosa. Ainsi, la diminution de la
synthése des porines peut jouer un rdle dans 1’apparition de la résistance aux b-
lactamines en cours de traitement chez les bactéries a Gram négatif. Ce mode de
résistance n’affecte pas les bactéries a Gram positif du fait de ’absence de

membrane externe(16).
1.1.2. Systéemes d’efflux

L’hyperexpression des systemes d’efflux représente un mécanisme de
résistance aux antibiotiques tres répandu et a été décrite chez de nombreuses
especes bactériennes a Gram positif ou a Gram négatif d’intérét médical comme
les staphylocoques, les streptocoques, les entérobactéries ou P. aeruginosa.
Cependant, les résistances acquises aux b-lactamines liées a 1’hyperexpression
de ces systemes d’efflux n’ont ét€ décrites que chez des bactéries a Gram négatif

comme E. coli, P. aeruginosa ou N. gonorrhoeae.

Cette hyperexpression fait souvent suite a des mutations survenant dans les
genes répresseurs qui régulent la transcription de tous ces systemes
transporteurs, comme par exemple le géne mexR pour la pompe MexAB-OprM
de P. aeruginosa ou le géne mtrR pour la pompe MtrCDE de N.

gonorrhoeae(16).
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1.1.3. Modification des protéines liant la pénicilline

C’est un mécanisme de résistance acquis tres largement répandu chez les
bactéries a Gram positif, comme S. aureus, S. pneumoniae, certains
streptocoques viridans ou E. faecium, et que I’on retrouve également chez
certaines bactéries a Gram négatif, comme N. meningitidis, N. gonorrhoea eou
H. influenzae. Ces resistances font suite a des mutations dans les genes
chromosomiques qui codent pour les PLP normales ou a I’acquisition de genes
¢trangers codant pour des PLP ayant peu d’affinité pour les b-lactamines. On
peut ainsi aboutir a des altérations quantitatives et qualitatives des PLP, avec
diminution d’affinité pour les b-lactamines, ou a une substitution dans leurs

fonctions des PLP cibles par une autre PLP moins affine(16).
1.2. Mécanismes enzymatiques

Les b-lactamases sont un groupe hétérogéne d’enzymes d’origine
bactérienne (figure 28) capables d’inactiver les béta-lactamines par ouverture du
cycle b-lactame, structure de base commune a toutes les béta-lactamines
(figure29)(42). Elles constituent de loin le meécanisme le plus répandu de
résistance des bactéries aux béta-lactamines et ont été a I’origine des premicres
résistances acquises deés I’apparition des antibiotiques au début des années 1940
: la premiere résistance par penicillinase plasmidique a la peénicilline G est
décrite chez S. aureus dés 1944. En 1955, la résistance naturelle de nombreuses
especes de bacilles a Gram négatif par production d’une céphalosporinase
inductible est mis en évidence. En 1965, les premiéres b-lactamases
plasmidiques de type TEM sont décrites chez les entérobactéries et, en 1974, le
transfert de ces b-lactamases a des espéeces bactériennes différentes par

transposition est mis en évidence, expliquant leur diffusion a H. influenzae, N.
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gonorrhoeae ou Vibrio cholerae. L’extension de la résistance par production de
b-lactamase devait par la suite s’accélérer. Ainsi, dés 1980, la prescription des
cephalosporines résistantes aux pénicillinases a large spectre a été suivie de la
sélection en cours de traitement de variants hyperproducteurs de
céphalosporinase chez certaines espéces (Enterobacter, Citrobacter,
Pseudomonas...). Plus récemment, des pénicillinases ont été individualisées dans
des espéces jusque-la épargnées : N. meningitidis, Haemophilus ducreyi, H.
parainfluenzae, E. faecalis, E. faecium ou Pasteurella multocida. La découverte
de la premiére souche de Klebsiella résistante aux céphalosporines de troisieme
génération par production de b-lactamase a spectre élargi est suivie par une
rapide diversification et une large diffusion de ce type d’enzymes chez les
entérobactéries. Les premieres souches cliniques de Klebsiella pneumoniae
ayant acquis un plasmide codant pour une b-lactamase de classe C sont décrites
en 1988. A la méme époque, au Japon, une souche de P. aeruginosa résistante a
I’imipénéme par acquisition d’une carbapénémase plasmidique est caractérisée.
Au début des années 1990, des mutants dérives de b-lactamases a large spectre
de type TEM et présentant une résistance aux inhibiteurs de b-lactamase comme
I’acide clavulanique sont a leur tour décrits chez E. coli, puis chez d’autres

especes d’entérobactéries(16).
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Figure 29: La localisation des b-lactamases dans BGN et BGP (43).
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Figure 30: Mécanisme enzymatique de résistance aux béta-lactamines(44).

Ces b-lactamases, qui représentent un mécanisme fréquent de résistance
acquise aux béta-lactamines, sont naturellement observées chez certaines
especes bactériennes acrobies ou anacrobies d’intérét médical, chez des

bactéries aussi bien a Gram positif (Bacillus du groupe cereus, Nocardia,

59



Mycobactéries) qu’a Gram négatif comme de nombreuses entérobactéries, P.

aeruginosa, A. baumannii, Aeromonas spp. Ou Bacteroides fragilis(16).

L’hydrolyse plus ou moins rapide des différentes béta-lactamines par

rupture de la fonction b-lactame permet de définir le profil de I’enzyme(16).

Plusieurs parametres vont contribuer a 1’expression du niveau de résistance

d’une population bactérienne vis-a-vis des béta-lactamines(16) :
¢ [’affinité de I’enzyme pour le substrat (Km),
¢ la vitesse d’hydrolyse (Vmax),

e la quantité¢ d’enzyme synthétisée, sa localisation, la capacité de diffusion
de ’antibiotique a travers la membrane externe a I’intérieur de la paroi et

le type d’enzyme.

L’efficacité d’hydrolyse d’une b-lactamase dépend de la Vmax exprimée
en pourcentage par rapport a la benzylpénicilline ou a la céfaloridine, et de
I’affinité pour les b-lactamines (Km). Le Km, ou constante de Michaelis, est
caractéristique de I’affinité de 1’enzyme pour son substrat (b-lactamine) et de la
facilité de liaison conduisant au complexe enzyme-substrat, préalable obligatoire
a toute hydrolyse. Plus le Km est bas, plus I’affinit¢ est bonne. Lorsque
I’enzyme s’est fixée sur son substrat, 1’hydrolyse qui va se produire est
caractérisée par la Vmax atteinte lorsque I’enzyme est saturée par son substrat.
La réaction enzymatique dépend de I’importance de ces deux facteurs. Une forte
affinité¢ (Km bas) et une grande vitesse d’hydrolyse (Vmax ¢élevée) favorisent la

destruction rapide de la b-lactamine(16).
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La quantité de b-lactamase produite est a 1’origine de 1’effet inoculum. En
effet, plus la quantité de bactéries est importante dans un site infectieux, plus la
quantité de b-lactamase produite est importante et plus la b-lactamine est
hydrolysée. Cet effet inoculum est particulierement marqué dans le cas des
staphylocoques producteurs de pénicillinases ou de H. influenzae sécréteur de b-
lactamase de type TEM-1. Les CMI a I’ampicilline augmentent dans un rapport
de 1 & 10 000 selon que I’inoculum bactérien varie de 10> & 10° bactéries par
millilitre. En présence d’un fort inoculum, I’antibiotique ne tue qu’une partie des
bactéries et est détruit par la grande quantité de b-lactamase synthétisée par les

bactéries restantes qui vont pouvoir continuer a se multiplier(16).

La localisation des b-lactamases joue également un role dans 1’expression
de la résistance. Chez les bactéries a Gram positif, comme les staphylocoques, et
certaines bactéries a Gram négatif, comme Bacteroides ou Branhamella
catarrhalis, les b-lactamases sont libérées a 1’extérieur des cellules bactériennes
et peuvent hydrolyser les b-lactamines dans I’environnement bactérien. Cette b-
lactamase, délivrée dans le milieu environnant par certaines especes
bactériennes commensales, peut-étre par exemple responsable de certains échecs
de traitements par la pénicilline en cas d’exsudats purulents polymicrobiens ou

dans certaines angines a streptocoque du groupe A(16).
2. Mécanismes de résistance a la fosfomycine

La résistance a la fosfomycine peut résulter soit de mutation(s)
chromosomique(s), soit, plus rarement, étre médiée par un gene
plasmidique(31).Différents meécanismes de résistance ont été decrits jusqu’a ce

jour.
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Le premier mécanisme de résistance, le plus fréquent, consiste en une
diminution de la perméabilité a la fosfomycine par des mutations chro-
mosomiques altérant les systéemes de transport de la fosfomycine, soit par
mutation directe du géne codant pour les transporteurs (glpTet/ou uhpT), soit par
mutation des régulateurs de ceux-ci (UhpA, cyaA, ptsl). Des mutations de cyaA
et de ptsl ont également été associées a une diminution des capacités d’adhésion

aux cellules épithéliales(31).

Le second mécanisme de résistance décrit correspond a une modification
de la cible, MurA, par mutation du site de liaison a la fosfomycine (Cys115) ou
d’un autre site. Il a ét¢ montré in vitro que la mutation du résidu Cys115 par
mutagénese dirigée était responsable de la résistance a la fosfomycine et ce type
de mutation (Cys115Asp) est en partie responsable de la résistance intrinseque a
la fosfomycine de certaines bactéries, dont Chlamydia spp. et Mycobacterium
tuberculosis. Un certain nombre d’autres mutations dans MurA ont été décrites
parmi des isolats cliniques (Asp369Asn et Leu370lle), bien que celles-ci

semblent rares et associées aune resistance a la fosfomycine(31).

Par ailleurs, une surexpression de 1I’enzyme MurA peut également étre
responsable de résistance clinique a la fosfomycine(45). Récemment a été
décrite chez P. aeruginosa ainsi que chez d’autres espéce de Pseudomonas une
voie de recyclage du peptidoglycane, ne nécessitant pas I’enzyme MurA et

résultant en une résistance intrinséque a la fosfomycine(31).

Enfin, le troisieme mécanisme de résistance, habituellement plasmidique,
consiste en la présence d’enzyme modifiant la fosfomycine et 1’inactivant(45).
Ces resistances plasmidiques peuvent étre transférables, notamment chez E.coli.

Les trois principales enzymes responsables (FosA, FosB et FosX) appartiennent
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a la famille des métalloenzymes et agissent par addition nucléophile sur le
carbonel (Cl1) de la fosfomycine, ouvrant ainsi le cycle époxyde de

I’antibiotique et I’inactivant(31).
3. Mécanismes de résistance aux glycopeptides

Les premiers rapports sur la résistance aux glycopeptides ont été publiés
des 1979 pour les staphylocoques a coagulase négative, en 1986 pour les
entérocoques et en 1997-1998 pour S. aureus. La résistance aux glycopeptides
peut étre due a une modification de la cible ou a une réorganisation de la
structure de la paroi bactérienne. Le premier mécanisme a été d’abord décrit
chez les entérocoques et plus recemment chez S. aureus. Tandis que le deuxieme
mécanisme a été rapporté chez les staphylocoques a coagulase négativeou S.

aureus(46).
3.1. Modification de la cible des glycopeptides

Ce mécanisme de résistance est dii a I’acquisition d’opérons qui spécifient
des enzymes pour la synthese des précurseurs du peptidoglycane de faible
affinité et I’¢limination des précurseurs de haute affinité produits par la bactérie
hote. Ces précurseurs se terminent soit par un D-alanyl-D-lactate, soit en D-

alanyl-D-serine au lieu de D-alanyl-D-alanine(47).

Le type de résistance VanA caractérisée par une résistance inductible de
haut niveau a la vancomycine et a la teicoplanine a été décrit le premier et est le
plus répandu. L’opéron VanA code pour une deshydrogénase (VanH) qui reduit
le pyruvate en Dlactate (D-Lac) et une ligase (VanA) qui catalyse la formation
de la liaison ester entre D-Ala et D-Lac. Le dipeptide D-Ala-D-Lac remplace D-
Ala-D-Ala dans la voie synthese du peptidoglycane. Cette substitution élimine
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une liaison hydrogene essentielle a la fixation des antibiotiques et réduit

considérablement 1’affinité pour les glycopeptides (figure 30)(46).

L’interaction des glycopeptides avec sa cible est prévenue par I’élimination
des précurseurs terminés en D-Ala.Deux enzymes sont impliquées dans ce
processus : D-D dipeptidase (VanX) qui hydrolyse le dipeptide D-Ala-D-Ala
synthétisé par la ligase (Ddl) de I’hdte et une D, D carboxypeptidase (VanY) qui
enléve le D-Ala C-terminal des précurseurs lorsque 1’¢limination du D-Ala-D-
Alapar VanX est incompléte. Le géne vanA a été retrouvé chez d’autres espéces
d’entérocoques comme E. avium, E. durans, E. mundtii, E. casseliflavuset E.
gallinarumet également dans d’autres genres bactériens comme Streptococcus
gallolyticus, Cellulomonas turbata, Arcanobacterium haemolyticum, Bacillus
circulons, et S. aureus. Le gene vanA a été localisé aussi bien dans le
chromosome bactérien que sur un plasmide. Le gene vanA est transférable in
vitro et in vivo entre entérocoques, d’entérocoques vers S. aureus,
Streptococcus sanguis, Streptococcus pyogenes, Lactococcus lactis et Listeria
monocytogenes. Ce type de réesistante est induit par la présence de vancomycine

et de teicoplanine(46).
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Figure 31: Mécanisme de résistance aux glycopeptides(48).

Le phénotype VanB est le deuxiéeme en importance chez les souches

d’entérocoques. Le géne vanB a également ¢té décrit chez d’autres genres
bactériens comme Streptococcus bovis ou Clostridium. Ce phénotype est
transférable in vitro entre des souches d’entérocoques et également in vivo entre
C. symbiosum et des souches d’entérocoques. La résistance de type VanB est
induite par la présence de vancomycine uniguement. Le phénotype VanB se

caractérise par des niveaux variables de résistance a la vancomycine tandis que

la teicoplanine conserve également son activite(46).

Le phénotype VanD a été décrit uniguement dans des souches

d’entérocoques et est exprimé de maniére constitutive(46).
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Les autres phénotypes (Vank, VanG, VanL et, VanN) résultent de la
synthése pariétale des précurseurs du peptidoglycane ayant une extrémité D-
Ala-D-Ser. lls sont caractériseés par un faible niveau de résistance a la

vancomycine et une sensibilité a la teicoplanine(46).
3.2. Modification de la paroi bactérienne

Différents termes ont été utilisés pour définir les souches de S. aureus de
sensibilité diminuée aux glycopeptides, staphylocoques dorés de sensibilité
intermédiaire a la vancomycine (VISA); staphylocoques dorés de sensibilité
intermédiaire hétérogéne a la vancomycine (hétéroVISA) et staphylocoques

dores de sensibilité intermediaire aux glycopeptides (GISA)(46).

Les souches de phénotypes VISA et hétéroVISA apparaissent étre des
mutants qui accumulent plusieurs facteurs impliqués dans le mécanisme de
résistance. Les souches ont une paroi epaissie (environ deux fois) (figure3l),
une activité autolytique accrue, relarguent des débris du peptidoglycane,
produisent plus de précurseurs du peptidoglycane, des PLP4 (protéine liant la
pénicilline) inactives, présentent une diminution d’amidation du muropeptide et
ont multiples autres altérations de leur paroi. Ceci traduit une reorganisation
complexe du métabolisme du peptidoglycane qui peut empécher ’acces de la
vancomycine a sa cible(49). Une autre hypothése non exclusive serait
I’hyperproduction de précurseurs du peptidoglycane agissant comme autant de

leurres pour les glycopeptides(46).
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La composition de la paroi cellulaire differe entre la bactérie a Gram
négatif et a Gram positif, dans les deux cas le peptidoglycane, hétéropolymeére,
en est un constituant majeur,il résulte de la polymérisation de disaccharides
formés de N-acétylglucosamine (GIcNAc) et d'acide N-acétylmuramique

(MurNAC), réticulés via de courtes chaines peptidiques..

Les antibiotiques sont importants dans les soins de santé humaine .1ls sont
utilisés dans le traitement des maladies infectieuses bactériennes et en

prophylaxie des interventions chirurgicales.

Les enzymes de la voie de biosynthése du peptidoglycane sont des cibles
thérapeutiques de plusieurs familles d’antibiotiques. C’est dans ce contexte que
s’est inséré mon travail de thése, orient¢ autour de deux principaux axes de

recherche :
- L’étude de différentes étapes de la biosynthése de I'nétéropolymere.

- L’étude structurale des classes d’antibiotiques Suivantes: béta-
lactamines, fosfomycine, glycopeptides et la mise en évidence de leurs
mécanismes d’action au niveau des enzymes intervenants dans sa

biosynthése.

Cependant, 1’utilisation massive et incontrolée des antibiotiques au cours
des dernieres décennies est responsable de 1’émergence accrue de bactéries

résistantes, ce qui est un probleme de santé majeur.

Face a cette urgence sanitaire il est nécessaire de trouver rapidement de

nouveaux agents capables d’éliminer ce type de souche bactérienne.
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Résumé

Titre: Déterminer 1’effet de certains antibiotiques sur la biosynthése du peptidoglycane.
Auteur: Sara EL GHAFFOULI
Rapporteur : Pr Mimoun ZOUHDI.

Mots clés: Antibiotique-peptidoglycane-biosynthése-mécanisme-résistance.

Les objectifs de cette étude visent a connaitre les différentes étapes de la biosynthése du
peptidoglycane et déterminer les mécanismes d’action de certains antibiotiques sur cette

derniere.

Les antibiotiques, substances organiques naturelles ou synthétiques, se définissent
par leur aptitude a limiter la multiplication des bactéries pathogénes, voire méme les
éradiquer. IIs représentent 1’une des acquisitions thérapeutiques les plus importantes du
vingtieme siecle, ils ont permis un progrés thérapeutique indéniable en matiere

d’infectiologie.

La composition de la paroi cellulaire differe entre la bactérie a Gram négatif et a
Gram positif, mais le peptidoglycane reste un composant majeur de cette paroi dont 1’intégrité
est essentielle a la survie cellulaire car il joue un réle important dans le maintien de la forme
et la rigidité de la bactérie ainsi que sa résistance a la lyse osmotique. La biosynthese du
peptidoglycane est un processus régulé faisant intervenir des enzymes de synthése tels que les
« Penicillin-Binding Proteins » ; néanmoins De nombreux antibiotiques ciblent la synthése de
cet hétéropolymeére, en désorganisant sa structure, qui ne peut plus assurer sa fonction,

entrainant ainsi la lyse de la bactérie cible.

Les résultats de cette étude bibliographique, ont confirmé que 1’utilisation des béta-
lactamines, des Glycopeptides et de la fosfomycine a une action efficace dans la lutte contre
certains enzymes intervenant dans la synthese du peptidoglycane.
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Abstract

Title: The effect of certain antibiotics on the biosynthesis of peptidoglycan.
Author: El GHAFFOULI Sara
Reporter: Pr Mimoun ZOUHDI

Key words: Antibiotic-biosynthesis-peptidoglycan- mechanism- resistance.

The objectives of this study are to understand the different stages of peptidoglycan

biosynthesis as well as to determine the mechanisms of action of certain antibiotics on it.

Antibiotics, natural or synthetic organic substances, are defined by their ability to limit
the multiplication of pathogenic bacteria, or even eradicate it. They represent one of the most
important therapeutic acquisitions of the twentieth century; they have allowed an undeniable

therapeutic progress in the field of infectious diseases.

The composition of cell wall differs between Gram-negative and Gram-positive
bacteria, but peptidoglycan remains a major component of this wall whose integrity is
essential for cell survival, because it plays an important role in maintaining the shape and the
rigidity of the bacteria as well as its resistance to osmotic lysis. The biosynthesis of
peptidoglycan is a regulated process involving synthetic enzymes such as "Penicillin-Binding
Proteins™; however, numerous antibiotics target the synthesis of this heteropolymer by
disorganizing its structure, which can no longer ensure its function, thus causing the lysis of

the target bacteria.

The results of this bibliographic study, have confirmed that the use of beta-lactams,
Glycopeptides and fosfomycin has an effective action in the fight against certain enzymes
involved in the synthesis of peptidoglycan.
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