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CAZ

CMB

CMI

CNR
D-Ala-D-Ala
DDST

EARS Net

EARSS

EB-BLSE

ECDC
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LISTE DES ABREVIATIONS :

: acide désoxyribonucléique
- ampicilline
: acide ribonucléique
: antibiotique.
: beta lactamines
: Les B-lactamases a spectre étendu
: céphalosporine de troisieme génération.
: Carba Nordmann-Poirel test
Comité de [I'Antibiogramme-Société Francaise
Microbiologie.
: ceftazidime
: concentration minimale bactéricide.
: concentration minimale inhibitrice.
: Centre National de Référence.
: D-Alanine-D-Alanine

: double-disk synergy tests

de

Réseau européen de surveillance de la résistance aux

antimicrobiens

Systeme européen de surveillance de la résistance aux

antimicrobiens.

Entérobactéries productrices de B-lactamases a spectre

étendu

: Centre européen de prévention et de contréle des maladies.

: entérobactéries produisant les carbapanémases

: I'ionisation par pulvérisation d'électrons.
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SHV
SMAMM
SSCP
TDS
TEM

UE

VIM

: souche intermédiaire.

: K. pneumoniae carbapénémase

- Matrix Assisted Laser Desorption lonisation - Time of Flight
: Mueller-Hinton

: spectrométrie de masse R-lactamase.

: New Dehli metallico-beta-lactamase 1.

: organisation mondiale de la santé.

: oto-rhino-laryngologie.

: Penicillins binding proteins

: Polymerase Chain Reaction.

: souche résistante.

: résistance bactérienne aux antibiotiques.

: restriction fragment length polymophism.

: souche sensible.

: Staphylococcus Aureus Résistant a la Méthicilline
: Sepsis Flow Chip.

: sulfhydryl

: la Société Marocaine de Microbiologie Médicale.
: single strand conformational polymorphism.

: test de double synergie.

: Temoneira.

: union européenne.

: Verona IMipénémase
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|-Introduction

Les antibiotiques sont considérés comme la révolution médicale de Ila
deuxiéeme moitié du 20iémesjecle car ils ont permis de faire considérablement reculer
la mortalité associée aux infections bactérienne apportant ainsi un immense
bénéfice a ’humanité. Le début de I’ere moderne des antibiotiques a été intimement
associé a deux sommités : Sir Alexander Fleming et Paul Ehrlich [1].

Malheureusement, les bactéries ont pu développer des moyens de résister a
ces traitements. La gravité réside dans le risque de placer les médecins dans des
situations d’impasse thérapeutique et mettre en jeu le pronostic vital du patient. Ce
phénomene a été déja prévu en 1945 par Alexander Fleming, pendant la conférence
gu’il donna lors de la cérémonie de remise du Prix Nobel, ou il mettait en garde la
communauté scientifique contre le danger encouru en cas d’usage inapproprié des
pénicillines ; tel qu’un sous-dosage ou une durée trop courte; et contre les
conséquences d’un tel acte in vitro et in vivo [1] [2] [3]. Ainsi, depuis l'introduction
des sulfamides en 1937, le développement de mécanismes spécifiques de résistance
a réduit leur utilisation thérapeutique. Cependant, la résistance aux sulfamides a été
signalée dans les années 1930, ce qui révéele le méme mécanisme de résistance qui
fonctionne encore aujourd’hui [4]. Six ans apres la production des aminoglycosides,
des souches de Staphylococcus aureus résistantes a ces molécules sont été
développées [5].

Introduite en 1961, la méthicilline a été la premiére pénicilline semi-
synthétique résistante a la pénicillinase ciblant les souches de Staphylococcus
aureus productrices de pénicillinase. Cependant, une résistance a la méthicilline a

été signalée peu de temps aprés son initiation [6] [7].
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L’impact économique de la résistance bactérienne aux antibiotiques (RBAB) est
considérable. Rien que dans I'Union européenne (UE), on estime qu’elle est
responsable de plus de 25000 décés par an et entraine des colts de santé et une
perte de productivité de plus de 1,5 milliard d'euros par an. En tant que défi
mondial, économique et sociétal, s'attaquer a I'émergence de la résistance aux
antimicrobiens nécessite I'adoption d'une approche multisectorielle dans le cadre d’
«Une seule santé» [8]. Aux Etats-Unis, le CDC estime que les bactéries résistantes

aux antibiotiques causent 2 millions de maladies et environ 23 000 déces chaque

année [9].

Ainsi, I'on peut dire aujourd’hui que la diminution de I'efficacité des
antibiotiques représente I'une des plus grandes menaces pour la santé humaine. Les
déces annuels dus aux infections résistantes aux antibiotiques passeraient de 700
000 a 10 millions d'ici 2050, pour un colt cumulé de 100 000 milliards de dollars
américains. [10] [11]

Au terme de six décennies d’utilisation des antibiotiques (antimicrobiens en
général), la majorité des bactéries pathogénes pour I’lhumain et/ou pour I'animal a
atteint des niveaux alarmants de résistance vis-a-vis de nombreux antibiotiques. De
telles infections entrainent souvent une augmentation du nombre d'hospitalisations,
une augmentation des échecs thérapeutiques et la persistance de pathogenes
pharmacorésistants. Des organismes tels que Staphylococcus aureus résistant a la
méthicilline, Clostridium difficile, Mycobacterium tuberculosis multirésistant et
ultrarésistant, Neisseria gonorrhoeae, Enterobacteriaceae résistant au carbapéneme
et des bactéries produisant des B-lactamases a spectre étendu, comme Escherichia

coli, sont particulierement préoccupants. [12]
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Le présent travail a pour but de décrire les résistances bactériennes d’intérét
médical et actuelles et faire l'inventaire des méthodes de leur détection au
laboratoire, ainsi que les progres récents importants en la matiére. Un apercgu sur les

antibiotiques, leurs modes d’actions et les mécanismes de la résistance bactérienne

aux antibiotiques sera rapporté.
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lI-Rétrospective

A- Les antibiotiques :

A-1-définition :

Les antibiotiques se définissent comme des molécules capables d'inhiber la
croissance ou méme de tuer des bactéries, sans affecter I'hote (cellules humaines
dans notre propos). lls permettent aux défenses naturelles du corps telles que le
systeme immunitaire, de les éliminer. lls agissent souvent en inhibant la synthese
d'une cellule bactérienne, la synthése de protéines, I'ADN, I'ARN, par un agent
désorganisant la membrane, ou d'autres actions spécifiques [13]. Les sources
principales d'antibiotiques sont les champignons, mais parfois aussi les bactéries.
Au départ de molécules naturelles, cependant, des modifications chimiques sont
souvent apportées (semi-synthése) pour améliorer l'activité et/ou modifier des
parametres pharmacocinétiques essentiels. Aujourd'hui, la plupart des antibiotiques
en usage clinique sont donc obtenus par semi-synthése [14] [15].

A-2-historigue :

Tout semble avoir commencé en 1889 ou I’Allemand Rudolf Emmerich fut le
premier a effectuer des essais cliniques sur une substance antibiotique, la
pyocyanase [16]. Découverte par hasard un an auparavant, cette substance avait la
capacité de détruire de nombreuses bactéries pathogenes, dont celles de la fievre
typhoide, du charbon, de la diphtérie, de la peste, etc. Mais I'intérét soulevé par
cette découverte retomba rapidement, le médicament étant instable et toxique. Il fut
cantonné a des utilisations externes sous forme de pommade pour les dermatoses
[15]. Quelques années plus tard, Paul Ehrlich obtint de bons résultats sur la syphilis
avec un colorant associé a de I’arsenic, le salvarsan. Mais la toxicité de la substance

et ses effets secondaires importants relativiserent cette efficacité [17]. Le milieu
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médical fourmillait alors de découvertes ponctuelles, d’essais cliniques, de pistes
explorées puis abandonnées. La chimiothérapie semblait devoir émerger comme une
révolution dans I’art de traiter les maladies, mais il restait encore aux médecins a
trouver le médicament «miracle», a la fois efficace et sans effets négatifs, car
I’enthousiasme du public risquait de disparaitre.

En 1887, le Francais Ernest Duchesne fut le premier a remarquer le pouvoir
antibactérien des moisissures du genre Penicillium et a envisager des possibilités
thérapeutiques. Mais son travail, encore trop précurseur, n’eut pas de suite [18] En
1928, a I’hdpital Sainte-Marie de Londres, le docteur Alexander Fleming redécouvrit
ce phénomeéne. Alors qu’il effectuait des recherches sur les staphylocoques, il
remarqua dans l'une de ses boites de Pétri, que les colonies de staphylocoques
proches de la moisissure Penicillium étaient mortes. Il fut le premier a publier un

article sur les effets antibactériens de la pénicilline [19]. (Figure 1)
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Quelques années plus tard, Howard Florey, Ernst Chain et Norman Heatley
étendirent les travaux de Fleming ; lls réussirent a faire produire et a purifier la
pénicilline, prouvant ainsi son intérét en tant que médicament [20]. Alors que leurs
recherches commencaient a étre couronnées de succes, la Seconde Guerre mondiale
fut déclarée. Le projet fut déplacé aux Etats-Unis pour le préserver des
bombardements allemands, et les travaux s’orienterent vers la fabrication en
grandes quantités de la moisissure produisant la pénicilline. L’objectif était de
pouvoir fournir un médicament pouvant traiter les nombreux blessés dus a la
guerre. Le monde entier parla alors de la pénicilline et de ses effets miraculeux.
Dans I'inconscient collectif, les antibiotiques commencérent a devenir le reméde aux
maladies infectieuses. La fin de la Seconde Guerre mondiale vit I'apparition d’un
autre antibiotique célebre, la streptomycine. Produite par un micro-organisme vivant
dans le sol, Streptomyces griseus, cette substance fut découverte par Waksman en
1943. Elle se révéla efficace contre les bactéries de certaines infections courantes,
de la méningite et, surtout, de la tuberculose. La streptomycine fut le premier
véritable médicament capable de lutter efficacement contre cette maladie chronique

[15] [21]

A-3-Chronologie : [22]

1903 : Découverte du Trypan Rod (premier antibiotique anti-parasitaire) par
Paul Ehrlich (1854-1915).

1909 : Découverte du Salvarsan (606), puissant anti-syphilitique par Paul
Ehrlich.

1921 : Synthése du Stovarsol (anti-microbien peu toxique dérivé de I'arsenic)
par Ernest Fourneau (1872-1949).

1928 : Découverte de l'action antibiotique du Penicillum par Alexander

Fleming.
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1935 : Gerhard Domagk (1895-1964) synthétise le Prontosil anti-microbien
général. Ensuite, Jacques Tréfouel (1897-1977) et Constantin Levaditti (1874-1953)
démontrent I'activité antibactérienne des sulfamides dérivés du Prontosil.

1939 : Ernst Chain et Howard Florey obtiennent la pénicilline pure. René
Dubos (1901-1982) et Rollin Hotchkiss isolent, a I'Institut Rockefeller de New York,
la thyrotricine (ou gramicidine).

1940 : Isolement de I'actinomycine par Selman A. Waksman (1888-1973).

1944 : Découverte, par Waksman, de la streptomycine, antibiotique actif
contre les bactéries Gram négatives et, surtout, contre le bacille de Koch (agent de la
tuberculose).

1945 : Fleming, Florey et Chain recoivent conjointement le prix Nobel de
physiologie ou médecine pour la découverte, l'isolement et I'emploi thérapeutique
de la pénicilline.

1946 : Débuts de la préparation industrielle et de la commercialisation
des antibiotiques.

1949 : Découverte des tétracyclines qui bloguent les synthéses protéiques
dans les bactéries.

1965 : Développement des antibiotiques semi-synthétiques.

2000 : Synthése totale du premier antibiotique de nouvelle génération, le

Linézolide.
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A-4-classification des antibiotiques

Il existe plusieurs modalités de classification des antibiotiques d’utilité
variable :

@ La structure chimique de base: bétalactamines, aminoglycosides,
quinolones, cyclines, ...

@ La cible au niveau des bactéries : ribosomes, paroi, ...

@ Le mécanisme d’action : inhibition de la synthése protéique, inhibition de
la synthese du peptidoglycane, ...

@ Le spectre d’activité : groupes bactériens ou especes sensibles.

(Figure 2)
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Figure 2 : classification des antibiotiques selon leur mécanisme d’action
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A-5-Structure et mode d’action des antibiotiques : [23] [24] [25]

Exemple -les antibiotiques inhibant la synthése de la paroi bactérienne : (voir

annexe 1)

Exemple 1 -les bétalactamines : BLA

Structure chimique :

La structure des BLA est construite autour d'un cycle B-lactame, indispensable
a leur activité. On distingue plusieurs familles de produits en fonction de la nature
du cycle qui lui est accolé :

Vv péname (cycle a 5 sommets dont un soufré): toutes les pénicillines

v clavame (cycle a 5 sommets dont un oxygéné): inhibiteurs de B-lactamases

v carbapéneme (cycle insaturé a 5 sommets carbonés):imipéneme et

produits apparentés

Vv céphéme (cycle insaturé a 6 sommets dont un soufré): céphalosporines

Vv oxacéphéeme (cycle insaturé a 6 sommets dont un oxygéné):latamoxef.

En outre, on associe aux p-lactamines la famille des monobactames
constituées par un cycle azétidine (amine cyclique a 4 pieces), substituée par une
fonction SO3- qui mime la fonction carboxylique libre des autres molécules. (Figure

3)
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Figure 3 : Structure des bétalactamines.

[ source :Comte D, Petitpierre S, Bart PA, Spertini F. Allergie aux B-lactamines. Rev

Med Suisse 2012; (8) : 836-842.]

Mécanismes d’action :

+ Pénétration dans la bactérie :

L’acces des BLA a leur cible, le peptidoglycane, est direct quand il est question
de bactéries Gram (+). En revanche, les B-lactamines doivent emprunter les
passages ménagés par les porines au niveau de la membrane externe des bactéries

Gram (-) pour rejoindre I'espace péri plasmique ou elles exerceront leur activité.
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+ Activité antibactérienne :

Les antibiotiques de type B-lactamines sont des inhibiteurs de la synthése de
la paroi bactérienne. En mimant la structure tridimensionnelle de la séquence D-
Ala-D-Ala du pont peptidique du peptidoglycane (Distance adéquate entre le
carboxylate et le cycle amide), les [-lactamines se comportent comme des
inhibiteurs de la transpeptidase, enzyme clé dans la synthese du peptidoglycane qui
assure la forme et I'intégrité de la cellule bactérienne. En présence d'antibiotique,
cette enzyme, qui agit comme une acyl-transférase a sérine active, exerce son
action hydrolytique sur la molécule d'antibiotique, conduisant a la formation d'un
complexe enzyme-produit qui ne se dissocie pas car l'enzyme est lié de facon
covalente au produit. [26] [27]

Cette transpeptidase posséde également une propriété de transglycosylation,
activité complémentaire dans la synthése de la paroi. Ces enzymes portent les noms

de Protéines liant les pénicillines (PLP) ou PBP (Penicillins binding proteins). Figure 4.

m-Azpm -NH:

: 5 D,('?m Transpeptidase
+ + L-.i.!. Ia
= GlcNAc - MurMNAc - GlcNAc, - MurNAc - GicNAc -MurMAc -
Sl L—.Iﬂ.la L-.:ﬂa
_— o-Giu
D—Gllu .
D-Ala  m-Azpm -NH:
D-Gilu
L-.Eua L—.:l.la
ZGlcMNAc - MurMAc, -GlcNACc, - Mur:qncr@ GlcNAc -MurMAc —-@
L-Ala o T
D-(I]Iu
m-ﬂlupm =MNH
n-.ulua
Transglycosylase

Figure 4 : schéma du réle physiologique des PBP.

[Joachim Volker Holtje]

Mile. HNICH Hajar 20



La résistance bactérienne : mécanismes et méthodes de detection au laboratoire Thése N° :272/17

L'ensemble des perturbations de la formation de la paroi bactérienne par
I’inhibition des PBP explique I'arrét de croissance de ces bactéries. L'effet bactéricide
serait obtenu indirectement par activation d'enzymes lytiques, par sensibilité a
I'nypotonicité extracellulaire, ou par d'autres effets encore mal compris. Chez
certaines espéces bactériennes a Gram (+) déficientes en systéme d'hydrolases, un
phénomeéne de tolérance a l'antibiotique s’installe et conduit a la perte du pouvoir
bactéricide, mais au maintien d'une activité statique.

[28] Ainsi, les BLA n'agissent que sur des bactéries en croissance active.

Exemple 2 : la fosfomycine

La fosfomycine (encore appelée fosfonomycine, phosphomycine ou MK-955)
est un antibiotique bactéricide produit par différentes especes de bactéries du genre
Streptomyces mais aussi par Pseudomonas syringae. La fosfomycine appartient a la
famille des acides phosphoniques (Figure 6). Elle agit par inhibition de la synthése
de la paroi bactérienne. En effet, la fosfomycine se comporte comme un analogue du
phosphoénolpyruvate et inhibe I'enzyme pyruvyl-transférase (ou pyruvate-UDP-N-
acétylglucosamine-transférase), ce qui a pour conséquence de bloquer la formation
d'acide N-acétylmuraminique (réaction ci-dessous), I'un des constituant essentiels
du peptidoglycane de la paroi bactérienne.

UDP-N-acétylglucosamine + Phosphoénolpyruvate -> Phosphate + Acide
UDP-N-acétyl-muramique

o)

0
A / CH)H

- ‘.'UP

H
CH, f
O

Figure 5 : Structure de la fosfomycine
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Le mode d'action de la fosfomycine nécessite sa pénétration
intracytoplasmique qui se fait par un transport actif (systeme de transport de
glycérophosphate et des hexoses monophosphates). L'absence ou l'inactivation (par
mutation chromosomique) de ce systeme de transport actif provogque une résistance
a la fosfomycine [29].

Les antibiotiques agissant au niveau des acides nucléiques : [30] [31] (voir

annexe 2)

Les antibiotigues agissant sur la synthése protéique : [30] (voir annexe 3)

B-LA RESISTANCE BACTERIENNE AUX ANTIBIOTIQUES :

B-1-historique : [32]

Travaillant sur la pénicilline, c’est dés 1940 qu’Abraham et Chain observent
que des extraits de différentes bactéries sont capables de détruire la molécule. A
cette époque la pénicilline n’avait pas encore été utilisée en thérapeutique [3]. Une
autre observation importante est faite par Mary Barber en 1949 ou elle a remarqué
que des staphylocoques résistant a la pénicilline perdent spontanément et a
fréquence relativement élevée I'aptitude a produire une pénicillinase alors que la
réversion de ces souches, restaurant la production de I’enzyme, n’a pas lieu [33].
Les théories génétiques de I’époque, basées sur le schéma classique mutation
sélection n’étaient pas satisfaisantes pour interpréter un tel phénoméne.
Ultérieurement, I'utilisation thérapeutique croissante d’antibiotiques appartenant a
des familles de plus en plus nombreuses conduisit, en particulier chez les
entérobactéries, a I’émergence de souches bactériennes résistant a plusieurs
antibiotiques. Ce fut le cas au Japon, au début des années 50, ou suite a

I’introduction de la streptomycine, de la tétracycline et du chloramphénicol et a leur

utilisation massive, des souches résistant a ces antibiotiques apparaissent [34]. En
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1955, Ochiai et Akiba observent, lors d’une épidémie de dysenterie bacillaire, que
les Shigella responsables, initialement sensibles, sont devenues simultanément
résistantes a la streptomycine, au chloramphénicol, a la tétracycline et aux
sulfamides. La survenue chez ces souches de mutations simultanées est d’une
probabilité tellement infime qu’elles ne pouvaient expliquer le phénoméne apparu.
Akiba (1960) émet alors I’hypothése que la résistance multiple a été transférée aux
Shigella dans l'intestin des malades par simple contact avec des Escherichia coli
présents multi résistants [35]. Le mélange des souches in vitro, suivi de I’acquisition
de la résistance par Shigella, permit de confirmer I’hypothése. L’existence de
bactéries multirésistantes fut aussi découverte chez les bactéries a Gram positif,
notamment les staphylocoques. C’est chez les staphylocoques que I’'on remarque
que le traitement des bactéries avec des agents courants comme I’acriflavine pouvait
entrainer I’élimination de la résistance. L’ensemble de ces observations -
multirésistance, transferts, cure - conduisit Novick (1963) a supposer que la
résistance était associée a une structure extrachromosomique qu’il appela plasmide
[36]

La troisieme étape historiquement importante fut, en 1974, la découverte par
Hedges et Jacob que des genes de résistance situés sur des plasmides étaient
transposables. Le premier transposon portant un gene de résistance codait pour la
résistance a I’'ampicilline (Tnl) [37]. Depuis cette date, il est apparu que la plupart
des génes de résistance pouvaient se transposer (Levy, 1982) [38]. Ces transposons
qui prévalent sont largement distribués sur des plasmides différents et des espéces
bactériennes distinctes. Importants dans I’évolution des bactéries, ils ne sont pas

sans incidence sur I’épidémiologie de la résistance aux antibiotiques.
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B-2-Définitions :

La résistance bactérienne est retenue lorsqu'un antibiotique perd sa capacité a
inhiber efficacement la croissance bactérienne. Autrement dit, les bactéries
continuent de se multiplier en présence de concentrations thérapeutiques
d'antibiotiques [39]. A ce moment ou les microbes deviennent moins sensibles ou
résistants, il faut une concentration supérieure a la concentration normale du méme
médicament pour avoir un effet, condition pas toujours possible in vivo. La
résistance aux antibiotiques peut se produire comme un processus de sélection
naturelle ou la nature permet a toutes les bactéries d'avoir un certain degré de
résistance a faible niveau [40]

L'émergence de la résistance aux antimicrobiens a été observée peu de temps
apres l'introduction de tout antibiotique nouveau [41]

D’autres définitions sont également retenues pour qualifier la RBAB:

Une bactérie est dite résistante quand la concentration d’antibiotique
qu’elle est capable de supporter est notablement plus élevée que la
concentration qu’il est possible d’atteindre in vivo sans effet toxique sur le
malade.

une souche bactérienne est dite résistante quand elle supporte une
concentration d’antibiotique notablement plus élevée que celle qui inhibe le
développement de la majorité des autres souches de la méme espece ou
des individus de la méme culture.

Ces deux dernieres définitions doivent étre complétées par deux autres : I'une
clinique et I’autre génétique.

La définition clinique associe la notion de succés et d’échec clinique. En
premiere approximation, une bactérie résistante est une bactérie qui
échappe au traitement, ce qui peut se manifester par un échec

thérapeutique.
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La définition génétique correspond a la présence de génes de résistance au
sein de la bactérie, détectés par des techniques biophysiques et/ou
génétiques.

B-2-1-Résistance naturelle ou intrinseque : [42]

C’est un caractére d’espéce qui touche toutes les bactéries de I’espéce
considérée. Elle est stable, transmise a la descendance (elle a pour support
génétique le chromosome bactérien) mais elle n'est pas ou peu transmissible sur un
mode horizontal (d’'une bactérie a l'autre au sein d’une méme espéce ou entre
espéces différentes).

Exemple de résistances naturelles :

1/ Klebsiella spp produit naturellement des pénicillinases. Cette enzyme est
alors présente dans I’espace périplasmique de la bactérie et conduit a la destruction
d’antibiotiques comme les pénicillines A, avant que ceux ci ne puissent atteindre
leur cible bactérienne ; les PLP.

2/ les bactéries anaérobies sont naturellement résistantes aux aminosides car

le passage des aminosides a travers la membrane cytoplasmique nécessite un

systeme de transport actif absent chez les anaérobies.

B-2-2-Résistance acquise : [42]

Il s’agit d’un caractére qui ne concerne alors que quelques (ou parfois de
nombreuses) souches d’une espéce donnée. La résistance acquise est moins stable,
mais elle se propage souvent de facon importante dans le monde bactérien. La
résistance acquise résulte d’'une modification du capital génétique de la bactérie, lui
permettant de tolérer une concentration d’antibiotique plus élevée que celle qui

inhibe les souches sensibles de la méme espéce [43].
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La résistance acquise a été observée dés le début de I'antibiothérapie mais sa
fréguence était initialement faible. La généralisation de I'utilisation des antibiotiques
a conduit a une sélection des souches résistantes. Ce phénomeéne a atteint une telle
ampleur que la seule identification bactérienne ne permet plus de prédire le
comportement d’une souche isolée vis-a-vis des antibiotiques d’ou I'intérét et la
nécessité de réaliser des antibiogrammes.

B-3-déterminisme de I'antibiorésistance :

La résistance bactérienne aux antibiotiques posséde des supports génétiques

et des mécanismes biochimiques.

B-3-1- Le support génétique de la résistance : [43]

Le potentiel génétique d’une bactérie est constitué du chromosome et d’un ou
de plusieurs génophores facultatifs et extra-chromosomiques, les plasmides. Des
genes sont également portés par des éléments génétiques transposables et par des
intégrons. Une bactérie peut ainsi acquérir une résistance aux antibiotiques par
deux grands mécanismes génétiques. L’un a pour support le chromosome et définit
une résistance chromosomique, l'autre a pour support les plasmides ou les éléments
transposables ou les intégrons et ils définissent une résistance extra-
chromosomique [44].

B-3-1-a-La résistance chromosomique : [45]

Elle résulte d’'une mutation. C’est un phénomene rare, dd au hasard, d’une
fréquence de I’ordre de 10-5. Il n’est pas provoqué par la présence de I’antibiotique ;
mais I'antibiotique révele la mutation de résistance en sélectionnant les bactéries
mutantes résistantes (ou plus exactement, en détruisant les autres bactéries de
I’espéce, celles restées sensibles a I’action de I'antibiotique). C’est un phénomene
indépendant : I’apparition d’une mutation ne favorise pas I’apparition d’autres

mutations de résistance a d’autres antibiotiques. La probabilité de deux mutations
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simultanées est donc tres faible (de I'ordre de 10-19). Cette indépendance des
mutations constitue un des meilleurs arguments pour justifier I’'association des
antibiotiques. Elle est transmissible ; et a donc un caractére héréditaire
(transmission sur un mode vertical de bactérie-mere a bactéries-filles). Toutes les
mutations ont pour conséquence la perte ou la modification d’une protéine
structurale ou enzymatique et une bactérie mutée est souvent contre-sélectionnée

en I’absence d’antibiotique par un phénomeéne de dilution.

B-3-1-b-La résistance extra chromosomique : les plasmides

Deux faits expliquent l'importance de la résistance plasmidique :

+ 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. Aussi, les bactéries porteuses de plasmides ne
sont pas ou peu contre-sélectionnées en I’absence d’antibiotique.

+ de nombreux plasmides de résistance sont conjugatifs ou mobilisables ce qui
permet un transfert horizontal. Ces transferts sont a I’origine d’une dissémination
trés importante de la résistance au sein des populations bactériennes ce qui fait
qualifier la résistance plasmidique de "contagieuse ou épidemique". Les plasmides
de résistance sont susceptibles d’évoluer par acquisition ou pertes successives de
déterminants de résistance portés par des éléments génétiques transposables. Les
éléments génétiques transposables permettent la dissémination de génes entre des
bactéries phylogéniquement éloignées en permettant I'implantation d’un gene la ou
celle d’un plasmide échoue. Comme pour la résistance chromosomique, les genes
de la résistance extrachromosomique ne sont pas induits par I'utilisation des

antibiotiques qui se contentent de sélectionner les bactéries porteuses de tels
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génes. Il est important de noter que la résistance extra-chromosomique étant
souvent une multirésistance, I'utilisation d’un seul antibiotique va sélectionner des
bactéries multirésistantes qui ne sont pas contre-sélectionnées en I’absence

d’antibiotique.
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Figure 6 : transfert plasmidigue par conjugaison
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B-3-2-le support biochimigque de la résistance : [25] [42]

Les mécanismes biochimiques de la résistance aux antibiotiques peuvent étre
classés en 4 groupes :

B-3-2-a-Inactivation enzymatique de l'antibiotique :

U Les betalactamases :

Ce mode de résistance implique linactivation de I'antibiotique (perte
d’activité) par une enzyme bactérienne.
Les B-lactamases catalysent I'nydrolyse du cycle B-lactame. Le résultat est une
destruction du site actif de la molécule antibiotique [46] [47].
Classe A: enzymes caractérisés par la présence d'une sérine dans leur site
actif, elles dégradent préférentiellement les pénicillines. Elles sont inhibées
par I’acide clavulanique.
Classe B: métallo-enzymes qui ne sont actives qu'en présence de Zn2+.
elles sont donc inhibées par des agents chélateurs de cations bivalents. Ces
enzymes ont généralement un large spectre d’activité, elles sont impliquées
dans la résistance aux carbapenemes chez pseudomonas aeroginosa.
Classe C: enzymes présentant surtout une activité sur les céphalosporines.
lIs ne sont pas inhibés par I’acide clavulanique. C’est la cloxacilline qui
permet in vitro d’inhiber leur production par la bactérie, permettant ainsi de
les caractériser.
Classe D: ces enzymes agissent principalement sur les pénicillines. lls sont
variablement inhibés par I’acide clavulanique. Leur mise en évidence in vitro

est difficile par les tests phénotypiques.
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+ Cas particulier de BLSE :

@ Définition des BLSE :

Les B-lactamases a spectre étendu (BLSE) sont des enzymes produites par
certaines bactéries les rendant résistantes a de nombreux antibiotiques incluant les
C3G etaztréonam. Le géne codant est présent au niveau du chromosome de
bactéries particulieres et transféré a d’autres populations bactériennes par
I’intermédiaire de plasmides. Nombreuses Entérobactéries productrices de BLSE (EB-
BLSE) sont connues aujourd’hui, dont Klebsiella pneumoniae et Escherichia coli. Les
premieres infections a EB-BLSE sont rapportées chez K. Pneumonia en Allemagne en
1983 et ont diffusé a toute I’Europe ainsi qu’en Amérique. En Asie, les premiéres
infections sont été notées en Chine en 1988 [48] [49] [50].

@ Types de BLSE:

Le type de BLSE que l'on trouve généralement est Temoneira (TEM). Environ
90% des E. coli, qui sont résistants a I'ampicilline, sont survenus en raison de la
production de TEM-1. Ce type a la capacité d'hydrolyser la pénicilline et de
céphalosporine premiere génération. Bien gu'il se trouve habituellement dans E. coli
et K. pneumonia, la fréguence de la B-lactamase de type TEM augmente également
chez d'autres bactéries a Gram négatif. Jusqu'a récemment, il y a 140 types TEM
connus. Le second type est la variable sulfhydrile (SHV) dont 68% de son acide aminé
est similaire au type TEM. Le plus souvent trouvé chez K. pneumonia est SHV-1 qui
provoque une résistance a la pénicilline, a la tigécycline et a la pipéracilline. Il y a 60
types SHV connus jusqu'ici en Europe, en Amérique et dans le monde entier. Le type
TEM-1 et SHV-1 ont la capacité d'inactiver I'ampicilline, et certains d'entre eux
peuvent subir d'autres mutations qui conduiront a une expansion de l'activité B-

lactamase [51]
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Il'y a plus de 80 types de céphotaxime connus jusqu'a présent. L'enzyme CTX-
M ne se limite pas a l'infection nosocomiale mais a la capacité de se propager dans
la communauté (habituellement par E. coli) et ceci est devenu un probleme de santé
publigue. Selon une enquéte réalisée en 2000, la prévalence de BLSE-E dans la
communauté des pays européens a augmenté. Une étude menée par Ben-Ami et al
[52]. en lIsraél a révélée que 14% des infections a BLSE ont un début dans la
communauté. Cette étude a également montré qu'il y avait un risque accru
d'infection dans les maisons de soins infirmiers. De plus, Rodriguez-Bano et al [53]
a comparé l'utilisation des antibiotiques P-lactamines et des inhibiteurs des B-
lactamines (BLA) au carbapéneme dans le traitement des infections causées par les
BLSE-EC en 2011 aupres de 103 patients espagnols. 51% des cas sont survenus dans
la communauté.

U Les enzymes modifiant les aminoqglycosides :

Elles se répartissent en 3 classes :

Les N-acétyltransférases (AAC: aminoside acétyl-transférase), les O-
nucléotidases (ANT : aminoside nucléotidyl-transférase), les O-phosphorylases
(APH : aminoside phospho-transférase). Plusieurs enzymes distinctes peuvent
inactiver une méme position sur la molécule d'aminoglycoside, et une méme
bactérie peut posséder les genes codant pour plusieurs enzymes.

Ces génes sont parfois localisés sur le chromosome (éventuellement, sur des
transposons) mais sont le plus souvent portés par des plasmides transférables. On
les trouve fréquemment chez Pseudomonas aeruginosa, les entérobactéries et les
coques a Gram (+). Leur impact clinique est exacerbé par la co-transmission

fréquente de R-lactamases [54].
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U La chloramphénicol-acétylase

Elle confére la résistance des bactéries Gram (+) et (-) au chloramphénicol.
L'usage de cet antibiotique étant tres limité en raison de sa toxicité hématologique.
L'impact de ce type de résistance est faible. Ce géne est, en revanche, utilisé comme
outil en biologie moléculaire car il peut étre inséré dans un plasmide a transfecter
dans une cellule eucaryote et permet de vérifier le niveau d'expression des
promoteurs en mesurant l'acétylation du chloramphénicol dans le milieu de culture
[43].

U L'érythromycine estérase

Elle inactive le cycle lactone de I'érythromycine. Ce mode de résistance
plasmidique est toutefois assez rare et n'a été décrit que pour des E. coli ; bactérie
n’entrant pas dans le spectre des macrolides [55].

U Une fluoroquinolone acétylase

Elle active sur les molécules présentant une substituant pipérazine a été
réecemment décrite [56].

B-3-2-b-Altération de la cible bactérienne :

U Altération de la cible ribosomiale :

Les antibiotiques qui agissent sur la synthése protéique peuvent voir leur
activité annihilée par une mutation de leur site de fixation sur le ribosome bactérien.

Au niveau de la sous-unité 50S des ribosomes, une méthylation confére la
résistance croisée aux macrolides, lincosamides et streptogramines chez S. aureus,
S. sanguis, B. fragilis, ou C. perfringens. Elle peut étre constitutive (MLSb-c) ou
inductible (MLSb-i), plasmidique ou chromosomique. De méme, une altération de la
liaison des tétracyclines d'origine encore inconnue rend résistants les bactéries
Gram (+), Neisseria et Campylobacter [57].

Au niveau de la sous-unité 30S, une mutation confére la résistance a la

streptomycine [57].
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U Altérations des précurseurs de la paroi :

Les glycopeptides doivent leur action antibiotique a leur liaison aux extrémités
D-Ala-D-Ala des chaines pentapeptidiques des précurseurs de peptidoglycane. Des
souches d'entérocoques ont acquis un ensemble de génes conduisant a la
production d'une série d'enzymes permettant la synthese de peptidoglycane au
départ d'un précurseur caractérisé par une extrémité D-Ala-D-Lac a laquelle les
glycopeptides ne se lient plus [58]. Suivant le phénotype de la souche, on distingue
la résistance induite par I'exposition a la vancomycine ou a la téicoplanine (VanA) ou
a la vancomycine seule (VanB et VanC). Le gene VanA confere la résistance a la
vancomycine et a la téicoplanine alors que le gene VanB confére la résistance a la
vancomycine mais en principe pas a la téicoplanine puisque celle-ci n’est pas
inductrice. Le géne VanC ne confére la résistance qu'a la vancomycine [59].

U Altérations d'enzymes-cibles :

Les antibiotiques inhibiteurs d'enzyme sont rendus inactifs lorsqu'une
mutation de I'enzyme-cible y empéche leur liaison.

- La résistance aux B-lactamines peut étre due a une diminution de l'affinité
de leur liaison aux PBP suite a une mutation de celles-ci, ou a une diminution de
leur nombre. Ces deux mécanismes peuvent se rencontrer chez les Gram (+) alors
que seule la réduction d'affinité est documentée chez les Gram (-). L'exemple le plus
connu de ce type de résistance est constitué par les MRSA (Methicillin Resistants.
aureus) appelés aussi SARM [60].

- La résistance aux sulfamides et au triméthoprime est le plus souvent due a
la production de dihydroptéorate synthase (plasmidique) ou de dihydrofolate
réductase (chromosomique ou plasmidique) modifiées et ne liant plus I'antibiotique

[61].
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- La résistance aux fluoroquinolones peut étre due a la mutation de I'ADN
gyrase, qui empéche la formation du complexe ternaire fluoroquinolone - gyrase -
ADN. Ce mode de résistance est décrit pour P. aeruginosa, les entérobactéries, E.
coli et les Gram (+) [62].

U Altération de la concentration de l'antibiotigue dans la bactérie :

4+ Altération des membranes bactériennes :

La membrane externe des bactéries Gram (-) peut constituer une barriére a la
pénétration des antibiotiques. En effet, le passage de petites molécules hydrophiles
n'‘est possible que grace a la présence des porines qui forment des canaux
hydrophiles a travers cette membrane. En revanche, des molécules trop
volumineuses ou insuffisamment hydrophiles ne pourront emprunter cette voie
d'accés et ne pénétreront que modestement dans les bactéries.

Toute mutation affectant une porine va perturber la pénétration de
I'antibiotique dont elle permet I'entrée. Il existe ainsi des défauts de pénétration des
B-lactamines principalement, mais aussi des aminoglycosides, du chloramphénicol
ou des quinolones [63] [54] [64].

La membrane interne porte elle aussi des transporteurs susceptibles de
favoriser la pénétration des antibiotiques. Ainsi, les aminoglycosides polycationiques
et donc tres hydrophiles nécessitent l'intervention d'un transporteur anionique actif
pour rejoindre leur cible intracellulaire. Un traitement au long cours par un
aminoglycoside peut induire une résistance réversible par altération du systeme de
transport [54].

+ Efflux de l'antibiotique :

Une réduction de l'accumulation intrabactérienne suite a l'expression d'un
transporteur actif qui expulse l'antibiotique hors de la cellule bactérienne, a été
décrite pour la premiere fois vis-a-vis des tétracyclines. Aujourd'hui, il apparait qu'il

s'agit d'un mécanisme de résistance extrémement répandu et capable de réduire
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I'activité de la quasi-totalité des classes d'antibiotiques (par exemple, macrolides,
fluoroquinolones, sulfamides, aminoglycosides...) [65].

Le systeme d’efflux est un systeme général de détoxification des cellules
eucaryotes et les bactéries. Il est destiné a évacuer les substances « jugées
toxiques » par la cellule : les cytostatiques anticancéreux, les antibiotiques, ... [66].

De facon inquiétante, on décrit a présent des pompes capables de reconnaitre
plusieurs classes d'antibiotiques et donc responsables d'une résistance croisée. Ces
pompes sont particulierement présentes chez les bactéries a Gram-négatif, comme
Pseudomonas aeruginosa. Ainsi, sont substrats de la seule pompe MexABOprM: Les
B-lactames, I'acide fusidique, les tétracyclines, les macrolides, les lincosamides, le
chloramphénicol, la rifampicine, les fluoroquinolones et les sulfamidés. Par ailleurs,
une bactérie peut aussi exprimer plusieurs pompes et donc résister de la méme
facon a davantage de classes d'antibiotiques, y compris la colistine chez les

bactéries Gram (-) [67] (Figure 7).

oM
Na*/H*
: t ‘ I ‘ %
ADP4Pi
RND SMR MATE MFS ABC

Figure 7 : Représentation schématigue du systeme d’efflux

[Source: SHERNANDO-AMADO ,et al. Drug Resistance Updates, 2016 (28) : 13-27]

ABC = ATP Binding Cassette; RND = Resistance Nodulation and cell Division; MFS =
Major Facilitator Superfamily; MATE = Multi AnTimicrobial Extrusion; SMR = Small

Multidrug Resistance; IM = Internal Membrane; OM = Outer Membrane.
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U Multiplication ou protection de la cible

Une stratégie plus rare consiste dans une multiplication de la cible, de telle
sorte que I'antibiotique est « noyé » et incapable de saturer celle-ci.

Un exemple est décrit chez S. aureus, ou des souches présentent un niveau
de résistance intermédiaire aux glycopeptides par production d’une paroi épaisse ou
abondent des résidus D-Ala-D-Ala (phénotype VISA [Vancomycin Intermédiate S.
aureus] [68].

Un autre mécanisme consiste dans la protection de la cible. C’est le cas pour
la résistance aux tétracyclines, qui peut résulter d’une protection ribosomale. Celle-
ci est assurée par la production de protéines cytoplasmiques qui lient les
tétracyclines. De la méme maniére, on a décrit récemment une résistance aux
fluoroguinolones médiée par la production de protéines dont la structure tertiaire

mime celle de I’ADN, déplacant les fluoroquinolones de leur liaison a I’acide

nucléique [69].
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B-4-Récapitulatif des mécanismes biochimiques de résistance aux principaux antibiotiques : (voir tableau suivant)

Tableau 1 : Récapitulatif des mécanismes biochimigues de résistance aux principaux antibiotiques :

mécanisme

| nactivation enzymatique

Modification delacible

efflux

imperméabilité

L es Blactamines

La production des -lactamases.

Une altération des PBP peut
réduire leur affinité pour les B-
lactames.

Un efflux actif al'aide de
transporteurs peut conférer un niveau
modéré de résistance

alaplupart des B-lactames. 1l se
rencontre surtout chez P. aeruginosa.

se rencontre chez les Gram (-)

et confére une résistance aux -
lactames trop hydrophiles pour
diffuser atraversla

membrane externe
(céphalosporines ; pénicillines a
large spectre).

L es macrolides

décrit uniguement chez Escherichia
coli et Pseudomonas

aeruginosa), implique la production
d'enzymes (érythromycine estérases)

plus préoccupant dans les
souches de Staphylocoques et
de

Streptocoques.

Larésistance par efflux est le
mécanisme |e plus fréquent de
résistance chez

Streptococcus pyogenes,

maisil est égalementprésent chez
S. pneumoniae

L esaminosides

C’ est le mécanisme de résistance le
plus courant.

Une diminution de I'affinité de
['aminoglycoside pour sacible
ribosomideest ligeala
production d' une méthylase.
On lesretrouve

actuellement essentiellement
chez les bacilles Gram(-) non
fermentants et les
entérobactéries.

Une imperméabilité de la
bactérie est responsable d'une
résistance croisée a

tous les aminoglycosides. Elle
se rencontre chez certaines
souches de Saphylococcus

L es quinolones

Ce mécanisme dépend de la
production

d' une proténe qui lieles
fluoroquinolones et est capable
de les déplacer deleur liaison a
I’ ADN gyrase ou alatopo-
isomérase IV. Ce mécanisme
se répond chez les Gram(-).

L'acquisition ou la surexpression
d'une pompe a efflux fonctionnant par
échange contre les protons réduit la
concentration des fluoroquinolones
dans |la bactérie.

Une imperméabilité dela
bactérie par réduction de
I'expression du gene codant
pour

les porines.
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B-5- mécanismes récents et mécanismes non conventionels de résistance aux

antibiotiques

B-5-1-résistance a la colistine

La colistine est un antibiotique polypeptidique de la famille des polymyxines,
du groupe des polymyxines E, actifs sur les membranes phospholipidiques
cellulaires. Elle est produite par certaines souches de Bacillus polymyxa var.
colistinus. La colistine est un antibiotique ancien découvert en 1950 par des
chercheurs japonais mais qui a ensuite été de moins en moins utilisée dans I'espéce
humaine du fait de sa néphrotoxicité, tout en continuant a avoir un usage vétérinaire
et en restant chez I'humain un médicament de dernier recours face a des germes
multi-résistants aux antibiotiquestels que Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniaeet Acinetobacter notamment Acinetobacter baumannii [78].

En novembre 2015 a eu lieu la description du premier mécanisme génétique
transférable de résistance a la colistine.Ce premier mécanisme est porté par le gene
mcr-1 décrit en Chine chez des porcs et des poulets, a partir de viande vendue au
détail, ainsi que chez des souches bactériennes isolées chez I’lhumain. La prévalence
de ce gene plasmidique a été estimée a environ 20% chez I'animal et autour de 1%
chez I’humain [79].

La publication de la séquence génétique du géne mcr-la conduit plusieurs
instituts a rechercher sa présence dans d’autres collections bactériennes a I’échelle
mondiale. A ce jour, en Europe, le géne mcr-la été détecté dans des souches
bactériennes d’Escherichia coli et/ou de Salmonella enterica, par le Laboratoire de
Référence européen sur [I'antibiorésistance animale (DTU, Danemark). par le
Laboratoire de Référence en Santé Publique en Angleterre et par les quatre
laboratoires de I’ANSES impliqués dans la surveillance de I’antibiorésistance animale.

Dans toutes ces collections, la prévalence du gene mcr-1est particulierement faible.
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Par ailleurs, aucune augmentation alarmante de la résistance a la colistine des
bactéries isolées des filieres avicole et porcine n’a été enregistrée par les différents
réseaux de surveillance de I’Anses au cours des derniéres années [79]. La colistine
était, jusqu’a récemment, I'antibiotique le plus épargné par la résistance chez les
bactéries Gram négatives multirésistantes ; et parfois, la seule molécule active sur
un Acinetobacter baumannii ou bien sur une Klebsiella pneumoniae productrice de
carbapénémase. Tres récemment, des genes de résistance plasmidiques a
cetantibiotique (génemcr-1 et genemcr-2) ont été décrits chez de nombreuses
especes d’entérobactéries (Salmonella, Escherichia coli, ...) isolées en Asie du Sud-
Est, en Amérique du Sud, en Afrique, au Danemark, au Royaume-Uni, au Portugal,
mais aussi en France, surtout chez l’animal et dans une moindre mesure chez
I’lhomme. Ceci nous met véritablement devant une impasse thérapeutique totale [80]

B-5-2-la résistance coopérative :

Le principe de cette résistance est énoncé de cette maniére : des populations
denses de bactéries résistent a I'éradication par des concentrations d’antibiotiques
considérablement plus élevées que celles nécessaires pour tuer la méme population
a une densité plus faible par un phénoméne connu sous le nom d '«effet inoculums
[81]. Un mécanisme d'efficacité de I'antibiotique dépendant de la densité est
I'inactivation du médicament par des enzymes de résistance exprimées par des
bactéries. La capacité collective de la population a inactiver le médicament dépend
de plusieurs facteurs, y compris le nombre de cellules exprimant I'enzyme conférant
la résistance. La résistance coopérative devrait donc étre moins efficace aux petites
tailles initiales de la population, ce qui entrainerait une différence entre la
concentration minimale inhibitrice (CMI) d'antibiotiques requise pour affecter les
cellules individuelles et la CMI normale, généralement mesurée a l'aide d'inocula

relativement élevés (106 UFC/mL). Ce type de résistance présente des défis et des
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opportunités pour la I'antibiothérapie. Cette coopération peut, en effet, étre
perturbée par divers comportements bactériens. Affaiblir les liens de coopération au
sein de communautés collectivement résistantes peut donc réduire leurs effets
protecteurs ; en particulier, les biofilms abordés pour perturber ces communautés et
supprimer la protection du collectif, y compris les méthodes pour interférer avec la
communication intercellulaire ou quorum sensing. Les bactéries dans les biofilms
peuvent : 1) montrer une remarquable diminution de la sensibilité aux antibiotiques
et autres toxines et2) résister a des concentrations de médicaments beaucoup plus
élevées que celles nécessaires pour tuer les bactéries libres a des densités
comparables [82] [83] [84].

L'inhibition de la coopération microbienne est une voie prometteuse pour les
régimes de traitement qui minimisent la résistance collective ; la poursuite de la
découverte de nouveaux inhibiteurs et I'utilisation de ces composés contre les
communautés récalcitrantes aux antibiotiques montreront a quel degré cette
promesse est susceptible d'étre réalisée [85].

B-5-3-Le resistome :

Le microbiote intestinal, ensemble microbien complexe, se situe au centre du
phénomene de la multirésistance bactérienne aux antibiotiques. Il héberge en effet
certaines bactéries multirésistantes comme les entérobactéries et les entérocoques,
maintenues normalement a des densités faibles par I’effet barriere exercé par les
bactéries anaérobies. Cependant, en cas d’altération du microbiote intestinal, par
exemple suite a la prise d’antibiotiques, les densités intestinales des bactéries
multirésistantes peuvent augmenter et ainsi accroitre le risque que ces bactéries
soient impliguées dans les infections, transmissions croisées et translocations. La
protection du microbiote intestinal et notamment de I’effet barriere offre ainsi de

nouvelles voies de lutte contre la multirésistance bactérienne [86]. Le terme
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« résistome » intestinal est donné a I’ensemble des génes de résistance aux
antibiotiques présents dans le microbiote intestinal. On peut diviser ce résistome en
deux entités : le résistome endogéne ou « résident » composé par les bactéries du
microbiote résident de I’héte, et le résistome exogéne ou variable, composé par des
génes de résistance apportés par des bactéries en transit [87]. Assurer la
préservation du microbiote intestinal serait ainsi un moyen efficace d’empécher les
bactéries multirésistantes de s’installer durablement. Parallélement a une moindre
fréequence de portage de bactéries multirésistantes, une réduction du risque
d’infections a Clostridium difficile serait obtenue.Cela empécherait aussi
I’inactivation de [I’antibiotique au niveau du célon par un adsorbant ou une
bétalactamase, ce qui est également une stratégie positive. Enfin, si la
transplantation fécale a montré chez I’animal, voire chez I’lhomme, son efficacité a
diminuer les densités intestinales des bactéries multirésistantes, elle reste complexe

et & confirmer [86] [88].
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C-Epidémiologie de la résistance aux antibiotiques [25]

Dans son premier rapport annuel, le Réseau européen de surveillance de la
résistance aux antimicrobiens (EARSNet) devenu Systéme européen de surveillance
de la résistance aux antimicrobiens (EARSS) au Centre européen de prévention et de
contréle des maladies (ECDC) le ler janvier 2010 ; suite a la série de rapports
annuels publiés par le réseau depuis 2001 ; a souligné que la résistance aux
antimicrobiens a progressivement pris une place de plus en plus importante dans le
programme de santé publique en Europe. Cette surveillance a joué un rble important
pour documenter l'apparition et la propagation de la résistance aux antimicrobiens
et sensibiliser les responsables de la santé publique au probleme au niveau politique
et dans la communauté scientifique.

Sur la base des données de 28 pays, la situation de résistance en Europe varie
fortement selon le type de pathogéne, la substance antimicrobienne et la région
géographique. Les résultats de résistance les plus préoccupants provenaient de la
diminution rapide de la sensibilité d’E. coli invasive et de la forte prévalence de
Klebsiella pneumoniae aux céphalosporines de troisieme  génération,
fluoroquinolones et les aminoglycosides (supérieure a 10%) ; et quelques pays
rapportent des pourcentages élevés de résistance aux carbapénemes. Ces
antibiotiques ont été largement utilisés dans de nombreux pays en raison du taux
croissant d'Enterobacteriaceae productrices de bétalactamases a spectre étendu
(BLSE) avec un impact conséquent sur I'‘émergence de la production de
carbapénémases (VIM, KPC et NDM-1), en particulier chez K. pneumoniae.

D'autres tendances dans la survenue de la résistance signalées a EARS-Net
donnent I'espoir que les efforts nationaux de lutte contre l'infection et les efforts
visant a endiguer la résistance peuvent, dans certains cas, stopper le développement

de la résistance ou inverser les tendances de résistance indésirables. Le
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développement de Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (MRSA ou SARM).
Méme si la proportion de SARM chez Staphylococcus aureus est toujours supérieure
a 25% dans 10 des 28 pays, l'apparition de SARM se stabilise ou diminue dans
certains pays et une diminution soutenue a été observée en Autriche, France,
Irlande, Lettonie et Royaume-Uni. Simultanément, la résistance aux aminoglycosides
de haut niveau chez Enterococcus faecalis semble se stabiliser a un niveau
relativement élevé. La majorité des pays ont signalé des proportions d'isolats
résistants entre 30% et 50%.

Pour Streptococcus pneumoniae, la non-sensibilité a la pénicilline est
généralement stable en Europe et la non-susceptibilité aux macrolides a diminué
dans six pays alors qu'aucun pays n'a signalé de tendance a la hausse. Pour
Pseudomonas aeruginosa, de nombreux pays, en particulier en Europe méridionale
et orientale, ont signalé de fortes proportions de résistance aux fluoroquinolones,
aux carbapénemes et a la résistance combinée.

Pour plusieurs combinaisons antimicrobiennes et pathogénes, par ex. la
résistance aux fluoroquinolones chez E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa et pour
le SARM, un gradient nord-sud est évident en Europe. En général, des proportions
plus faibles de résistance sont signalées dans le nord et des proportions plus
élevées dans le sud de I'Europe reflétant probablement des différences dans les
pratiques de contrble des infections, la présence ou l'absence de législation sur la
prescription d'antimicrobiens et d'autres facteurs connus.

Cependant, pour K. pneumoniae, des tendances croissantes de résistance a
des classes d'antibiotiques spécifiques et de multirésistance ont également été

observées dans les pays d'Europe du Nord.
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Dans le dernier rapport de 2017 [8] [I'état de la résistance aux antibiotiques

chez les bactéries objet de la surveillance a été résumé dans ce tableau suivant :

Tableau?2 : I’état de la résistance aux antibiotiques chez les bactéries objet de la

surveillance en 2017

% IGCR KPP resistant to

Member state b MRSA E. coli AG, FQ and 3GC U PRSP %y MRSF % CRKP
Austria 7.5 9.7 33 2.3 8.4 0.8
Baelgium 12.3 q.7 93 0.6 18.6 0.5
Bulgaria 151 38.5 28.6 24 8.2 3.2
Cyprus 43 .4 28.5 17.7 n.a n.a 12.9
Crech Republic 13.7 14.5 41.5 0.0 6.7 0.3
Germany 11.2 10.4 3.1 1.7 P 0.1
Denmark 1.6 7.5 11 049 5.2 0.0
Estonia 4.0 11.4 332 28 74 0.0
Greece 39.4 19.8 46.7 m.a mn.a 51.9
Spain %3 116 11.7 3.5 na 2.2
Finlamnd 1.9 6.1 1.1 0.1 14.0 0.0
Framce 15.7 110 225 0.3 24.4 0.5
Croatia 4.5 125 32.4 19.0 19.0 2.4
Humng ary 24.7 16.7 30.2 2.2 10.6 0.1
Ireland 18.1 11.4 7.2 0.3 13.9 0.5
Iceland 0.0 L7 0.0 4.0 12.0 0.0
Italy .1 30.1 297 3.3 5.4 335
Lithuania 8.5 16.0 30.9 5.7 125 0.0
Luxem boung 8.9 12.7 13.3 0.0 0.0 0.0
Latbvia 5.6 17.9 36.6 3.4 5.2 0.0
Malta 49,4 1.8 14.8 0.0 40.0 4.2
wiswedia f i fufe B Ao el 51 EFSA Jsarnal 2017151045007

Epidémiologie de la résistance bactérienne au Maroc a travers un exemple:

[70]

Cet exemple a été choisi pour sa qualité et sa proximité en ce sens qu’il
représente un état des lieux dans la région drainée par le CHU Hassan Il de Feés.

Ce travail a porté sur les Bactéries Multirésistantes (BMR) impliquées dans tous
types d’infections, donc isolées a partir de divers prélévements cytobactériologiques
cliniques au Laboratoire Central de Microbiologie du CHU Hassan Il de Fés pendant
I’année 2012. Les résultats ont révélé que les Entérobactéries productrices de BLSE
étaient les BMR les plus fréquemment isolées (n=199 ou 47%); suivies de

Acinetobacter baumannii résistant a I'imipéneme ou ABRI (n=163 ou 39%) ; puis
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Pseudomonas aeruginosa résistant a la Ceftazidime ou PARC (n=38 ou 9%) ; et enfin
du Staphylococcus aureus résistants a la méticiline (n=18 ou 4%) et
Stenotrophomonas maltophilia (n=1) [...]. Aucun entérocoque résistant aux
glycopeptides n’a été retrouvé. Les taux de multirésistance sont rapportés dans la

figure 10.
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Figure 10 : Taux de BMR en fonction des especes les plus fréguemment isolées au

CHU Hassan Il de Fes.

[Source : These 168/13, FMPF]

Ainsi, la problématique de la résistance bactérienne aux antibiotiques est une
menace d’envergure mondiale. En effet, les Nations Unis, a travers I’Organisation
Mondiale de la Santé (OMS) s’est saisi du dossier en vue de sensibiliser les
responsables politiques sur ce sujet inquiétant. Aprés la publication de son premier
rapport, en avril 2014 sur la résistance bactérienne, I’Organisation Mondiale de la
Santé (OMS) s’alarme d’une « grave menace pour la santé publique » pointant
I’inefficacité d’antibiotiques contre certaines bactéries. Selon I’organisme, celle-ci «

n’est plus une prévision, mais bien une réalité dans chaque région du monde » [71].
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Le rapport fait état de lacunes majeures dans le suivi de la résistance aux
antibiotiques dans la région africaine de I’'OMS, le Maroc en fait partie. Bien qu’il ne
soit pas possible d’évaluer la véritable ampleur du probleme, compte tenu du
manque de données, celles dont on dispose sont inquiétantes. Pour avoir une vision
globale sur cette problématique, un état des lieux s’impose et cela en se basant sur
les résultats des études qui ont été menées dans les différentes villes du royaume.

Globalement, la perte d’activité touche des classes d’antibiotiques trés variées
et trés différentes, mais on peut néanmoins faire état d’une famille particulierement
touchée, les béta-lactamines. Ce probleme est d’autant plus inquiétant qu’au Maroc,
I’amoxicilline est parmi les antibiotiques les plus prescrits, tant en ville qu’a I’h6pital
malgré le développement de nombreuses résistances.

- En milieu hospitalier : Les études réalisées dans différents hépitaux du
royaume sur le traitement des infections urinaires a E. Coli par I'amoxicilline soit
seule soit en association avec I’acide clavulanique, ont montré que le taux de
résistance de ce germe est entre 50 et 70%. Ainsi, en 2005, a I’hépital militaire
d’instruction Mohamed V de Rabat, le pourcentage de résistance d’E.coli a
I’amoxicilline + acide clavulanique était de 50% [72] par contre il était de 60% a
I’hépital universitaire Cheikh Zayd de Rabat entre 2005 - 2007 [73]. Une autre étude
réalisée a I’hépital militaire de Marrakech entre 2009 et 2010 a révélé que, chez les
nourrissons, le taux de résistance de ce germe était de 69% a I’amoxicilline seule et
de 55% pour cet antibiotique en association avec l’acide clavulanique [74]. Ce
pourcentage était de 67% au CHU de Fés pour I'association amoxicilline / acide
clavulanique [75] - En ville : La croissance de I'antibiorésistance d’E.Coli lors des
infections communautaires est un phénomeéne inquiétant. Les résultats de I’étude
faite a El Jadida par Nadmia et al montre que le pourcentage de résistance de ce
germe a I’amoxicilline est de 61% [76].

A Mekneés, Lahlou-Amine et al [180] ont étudié la résistance aux antibiotiques

dans les infections urinaires a I’H6pital Militaire Moulay Ismail. Sur 6000 échantillons
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urinaires, 730 répondaient aux criteres d’infection urinaire (12,2 %). Parmi les
infections, 30 % provenaient de patients hospitalisés et 70 % de patients consultant
en ambulatoire. Escherichia coli domine le profil épidémiologique aussi bien pour les
entérobactéries hospitalieres que communautaires avec respectivement 65 et 80 %
des isolats. La fréquence de la résistance globale des souches d’entérobactéries

hospitalieres et communautaires est donnée dans le tableau ci-dessous :
Percentage of resistance to antibiotics of Enterobacteriaceae according to their nosocomial or community origin.

Antibiotiques Souches nosocomiales Souches communautaires
n=1219 n=511
(%) (%)
Amoxicilling %0 80
Amoxicilline + acide clavulamgue 7 70
Céfalotine 93 80
Cefuroxime 61 45
Cefotaxime 3 1,17
Acide nalidixique 55 45
Ciprofloxacine 40 36
Gentamicine 40 25
Amikacine 13 11
Sulfamethoxazole + trimethoprime 60 65
Nitrofuranes 45 50

D’aprés les mémes auteurs, la répartition des entérobactéries nosocomiales

productrices de BLSE est précisée dans le tableau suivant :

Repartition of nosocomial Enterobacteriaceae producing

ESBL.
Especes d'enterobacteries Nombre de Pourcentage
souches

Escherichia coli 34 56
Enterobacter cloacae 13 22

K. pneumoniae 10 17

Autres enterobacteries 03 05

Total 60 100
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Une étude réalisée a Marrakech en 2012 par El Bouamri et coll [181] dans un
service d’urologie pour mettre en évidence les résistances chez les entérobactéries
productrices de BLSE dans un service d’urologie. L’étude a montré des co-
résistances de 82% a la ciprofloxacine, de 85%a la combinaison
sulfaméthoxazole/triméthropime, de 74% a la gentamycine et de 51% a I’amikacine.
Leurs résultats ont souligné aussi, pour lapremiére fois (2012) dans cette région,

une émergence de la résistance aux carbapénemes, a hauteur de10%. (Figure 11)
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Figure 11 : évolution de la fréguence d’isolement des EBLSE a I’hépital militaire
Avicenne de Marrakech de 2008 a 2012
[Source : El Bouamri MC et al. 2014]

Afin de pouvoir émettre des conclusions sur I’état actuel de la résistance
bactérienne aux antibiotiques dans notre pays, il faudrait avoir un échantillon
statistiquement valable. Malgré le nombre faible des échantillons des études citées
précédemment, le taux de résistance trouveés reste élevé. En effet, si on compare la
situation de la sensibilité d’E.Coli dans notre pays et celle des pays développés, le
constat est contrasté. Les résultats publiés par les réseaux de surveillance de la
sensibilité aux antibiotiques en Europe ou en Amérique du Nord (The Surveillance
Network) sont superposables : Pour Escherichia coli le taux de résistance a
I’ampicilline varie de 25 a 35%, de 2 a 10% pour I’'association aminopénicilline-

inhibiteur de bétalactamase [77].
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1. MOYENS DE DETECTION DE LA RESISTANCE BACTERIENNE :

A-méthodes phénotypiques :

A-1-L’antibiogramme :

A-1-1-Introduction :

L’antibiogramme consiste a déterminer la sensibilité et la résistance aux
antibiotiques d’une bactérie isolée dans un prélevement, et supposée étre a I’origine
d’un processus infectieux. Il s’agit d’'une aide au choix du traitement d’une infection
qui ne doit étre réalisé qu’a bon escient, c’est-a-dire lorsqu’il existe une forte
probabilité que la bactérie isolée soit impliquée dans le processus infectieux. Sa
réalisation pour une bactérie non pathogene engage la responsabilité du biologiste
car elle peut inciter le clinicien a un traitement inutile, voire dangereux pour le
patient, et s’il est relativement aisé d’identifier les situations ou I’antibiogramme est
utile, voire obligatoire, il est parfois beaucoup plus délicat d’identifier celles ou il est
inutile. Enfin, le traitement d’une infection par un antibiotique décrété actif par un
antibiogramme ne garantit pas le succés thérapeutique, alors qu’utiliser un
antibiotique auquel la bactérie est résistante est synonyme d’échec [89].

Le but de réalisation d’un antibiogramme est de prédire la sensibilité d’un
germe a un ou plusieurs antibiotiques dans une optique essentiellement
thérapeutique. Il sert également a la surveillance épidémiologique de la résistance
bactérienne et a I'identification bactérienne par la mise en évidence de résistances
naturelles [90].

Sa réalisation est laissée a l'initiative du biologiste, en tenant compte des
recommandations des Sociétés Savantes et des molécules disponibles. Il doit étre
pratiqué en raison de la qualité (la nature), de la densité (le dénombrement) de
I’espéce ou des espéces isolées, soit de I'état clinique du patient ou du siege de

I’infection sur les espéces susceptibles d’engendrer un processus infectieux.
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En pratique, on étudie I'effet des antibiotiques in vitro le plus souvent et dans
des conditions normalisées de culture. Ainsi, il faut déterminer des corrélations afin
de présumer de I'efficacité in vivo de I’antibiotique et donc de la réussite (ou de
I’échec) du traitement sur la base de données biologiques in vitro.

A-1-2-bactériostase et bactéricidie :

A-1-2-a-Bactériostase et La concentration minimale inhibitrice :

La bactériostase correspond a un ralentissement de la croissance d’une
population bactérienne, pouvant aller jusqu'a l'arrét de celle ci. Cette définition n’a
de valeur que lorsque la bactérie était en phase de croissance avant le contact. Dans
le cas contraire une absence de développement peut aussi correspondre a une
augmentation trés prononcée du temps de latence.

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est paramétre le plus souvent
utilisé pour évaluer I'effet d’un antibiotique. Elle correspond a la plus petite
concentration d’antibiotique qui inhibe la croissance visible du germe en 24H pour
les bactéries a multiplication rapide (absence de I'augmentation du nombre de
bactéries). La CMI explore donc I’effet bactériostatique seulement, ce qui n’est pas
limitatif sachant qu’en bactériologie clinique, le but le plus souvent recherché est
I’inhibition de la prolifération bactérienne, dans la mesure ou I’organisme, via son
systeme inflammatoire et immunitaire, est capable de se défendre contre les
bactéries (La CMI n’est pas justifiée chez un malade immunodéprimé comme
parametre de prédiction d’activité).

Il existe de bonnes corrélations biologico-cliniques de I'emploi de la CMI, qui,
apres plusieurs dizaines d'années d'expérience s’avere étre un bon prédicateur de
I'efficacité de la thérapeutique antibiotique : Quand elle excéde une certaine valeur
I'échec thérapeutique est habituel : quand elle est inférieure a une valeur seuil, le
succes est pratiguement assuré. Entre les deux valeurs précédentes, la prédiction est

périlleuse.
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Sa détermination fait appel aux méthodes de dilutions successives en milieu
liquide ou solide.

- En milieu liquide :

L’inoculum bactérien est distribué dans une série de tubes contenant
I’antibiotique, aprés incubation la CMI est indiquée par le tube ou la cupule qui
contient la plus faible concentration d’antibiotique et ou aucune croissance n’est

visible. Cette méthode peut étre réalisée en microplaque, donc automatisable [89].
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(En haut) : macro-méthode en tubes (En bas) : micro-méthode en plague de

microtitration (jaune : croissance +, rouge : absence de croissance)

[source : F. Jehl , A. Chabaud, A. Grillon. L’antibiogramme : diamétres ou CMI ?

Journal des Anti-infectieux (2015) 17, 125—139.]
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- Détermination de la CMI en milieu solide :

Des dilutions de I'antibiotique a tester sont incorporées dans un milieu gélosé
coulé en boites de pétri. La surface de la gélose est ensemencée avec un inoculum
des souches dont on veut mesurer la CMI. Aprés incubation, la CMI de chaque
souche est déterminée par la concentration d’antibiotique présente dans la premiere

boite dont la culture est stérile pour la souche donnée.

Détermination de la CMI par dilution en milieu solide : dép6t de souches en spot par

un inoculateur a peigne type Steers stérilisable a la flamme avec effet Peltier

[Tirée de :

bacteries-aux-antibiotiques.html]
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- E-test=I"epsilometre: [91]

Une technique rapide et simple qui permet de déterminer la CMI, grace a des
bandelettes imprégnées d’un gradient exponentiel continu d’ATB a tester. La
bandelette est appliquée sur la surface d’un milieu gélosé (celui recommandé pour
les antibiogrammes par diffusion) préalablement ensemencé avec inoculum de la
souche a étudier. Aprés 18 heures d’incubation, une ellipse d’inhibition symétrique
centrée le long de la bandelette se forme. La CMI correspond alors a la concentration

d’ATB lisible au point ou I’ellipse croise la bandelette.

MIC 0.25 pg/ml

Détermination de la CMI par epsilon-Test (E-test)
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- Détermination automatisée de la CMI :

L’automatisation de I’antibiogramme a connu un développement considérable
depuis les années 1980. Actuellement, I'automatisation de la méthode par diffusion
repose sur des lecteurs automatiques de diamétres de zones d’inhibition comme
I’Adagio (BioRad) et la gamme Sirscan (i2a). La méthode par microdilution en
bOlouillon peut étre réalisée avec des microplagues contenant des dilutions sériées
d’antibiotiques prétes a I’emploi (Sensititre, Microscan) et des systemes semi-
automatisés incluent un lecteur automatique de CMI (Optiread, Autoscan 4). Des
systémes entierement automatisés, qui gérent I’incubation, la décision de lecture et
la lecture elle-méme, sont proposés. Ces automates a antibiogramme comprennent
des systemes qui sont une adaptation directe de la méthode de référence, comme le
MicroScanWalkAway et I’ARIS 2X. Le Phoenix s’en rapproche (lecture colorimétrique
de la croissance bactérienne, incubation d’environ 12 h). Le Vitek 2 est basé sur un
principe différent (calcul des CMI a partir d’un algorithme appliqué a la vitesse de
croissance en l’absence et en présence d’antibiotique, incubation de 6-8 h).
L’automatisation de I’'antibiogramme a considérablement réduit le temps de travail
et, pour les systémes rapides, accéléré la réponse au clinicien. De plus,
I’lautomatisation a significativement amélioré la fiabilité des résultats grace a la
standardisation des réactifs et de la procédure et a I'informatisation qui évite les
erreurs de catégorisation et de transcription. L’exactitude des systemes
(semi)automatisés est satisfaisante pour Staphylococcus aureus et les
entérobactéries. Des progres sont nécessaires pour les autres bactéries non

exigeantes. La méthode par diffusion reste indispensable pour les especes a

croissance difficile [92].
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Ces automates de bactériologie assurent les conditions techniques et
informatiques pour I'identification des bactéries et levures d’intérét médical [93],
ainsi que la mesure de la sensibilité des bactéries aux antibiotiques (antifongiques
pour les levures) en donnant le résultat trés rapidement (aprés 4h d’incubation) pour
les bactéries les plus courantes. Des panels de tests biochimiques d’identification
combinés a des gammes de dilutions de divers antibiotiques encadrant les
concentrations critiques permettent de donner les résultats interprétés en S, | ou R
assortis des CMIs nécessaires a la décision et au choix thérapeutiques. En plus, les
galeries permettent: 1) le contrble de la concordance « galerie-groupe bactérien
testé », 2) le contrdle de I'identification par des antibiotiques de résistance naturelle
et 3) la détection de phénotypes particuliers de résistance, notamment les BLSE, les
carbapénémases, ... [94] [95] [96][97]. L'informatique gérant ces automates permet
la tracabilité, les statistiques, les alertes contre les BMR, le suivi de I’épidémiologie.
Des panels spécialement dédiés pour CMI sont également proposés par chaque
firme. C’est la technique la plus fréquemment utilisée dans les laboratoires de
diagnostic a I’heure actuelle, comme au laboratoire central de Microbiologie-

Sérologie du CHU Hassan Il de Fés.
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A-1-2-b-La Bactéricidie et les concentrations minimales bactéricides (CMB) :

La CMB est définie par la plus petite concentration d’antibiotique ne laissant
subsister que 0,01% (1/104) ou moins de survivants de I'inoculum initial aprés 18
heures de culture a 37°C. Cette valeur caractérise I'effet bactéricide d’un
antibiotique. Elle est toujours supérieure a la CMI.

Selon leur activité, les antibiotiques sont classés en bactériostatiques ou
bactéricides : [92]

-Antibiotiques bactériostatiques : CMB éloignée des CMI : le rapport CMB/CMI
étant > 32. Exemple d’antibiotiques bactériostatiques : macrolides, tétracyclines,
rifamycines, sulfamides.

-Antibiotiques bactéricides : CMB proches des CMI : CMB/CMI < 32. Les
aminosides, les PB-lactamines, les quinolones et les glycopeptides sont des

antibiotiques bactéricides.
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Figure 12: Courbe représentant CMI et CMB

[D’aprés CATTOIR V. Etude in vitro de la sensibilité des bactéries aux antibiotiques.

Cours de DCEM1 - Faculté de Médecine de Créteil. 2006]
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A-1-3-L’antibiogramme standard: [98] [91] [89]

L’antibiogramme est un test particulier en biologie clinique car il s’adresse a
des étres vivants infectieux et non au corps humain. Il constitue I’outil de mesure de
la résistance bactérienne. Sa pratique et son interprétation font appel a de
nombreuses connaissances cliniques, pharmaceutiques, bactériologiques,
biochimiques et génétiques.

L’antibiogramme est un test de prédiction, totalement artificiel, complexe, a
interprétation obligatoire, & impact variable et dont le résultat intéresse plusieurs
destinataires.

L’interprétation se fait aujourd’hui avec des systemes experts qui suivent les
recommandations de comités d’antibiogramme. Le choix des antibiotiques testés a
beaucoup évolué en fonction des connaissances. L’'impact médical est de plusieurs
ordres : impact immédiat (traitement du malade concerné et alerte a la résistance),
impact différé (traitements empiriques), collectif (surveillance de la résistance) et
impact didactique [99].

Les méthodes de diffusion ou antibiogrammes standards sont les plus
utilisées par les laboratoires de diagnostic en raison de leurs avantages techniques
et économiques. Cette méthode porte le nom de technique de Kirby et Bauer. Des
disques de papier buvard, imprégnés des antibiotiques a tester, sont déposés a la
surface d'un milieu gélosé, préalablement ensemencé avec une culture pure de la
souche a étudier. Aprés incubation, les disques s'entourent de zones d'inhibition
circulaires correspondant a une absence de culture. Lorsque la technique est
parfaitement standardisée, les diamétres des zones d'inhibition dépendent
uniguement de la sensibilitt du germe. Des l'application des disques, les
antibiotiques diffusent de maniere uniforme (a 360°) selon les lois de Fick. La
relation diameétre d’inhibition et concentration d’antibiotique sont
mathématiquement corrélées, si bien qu’il existe une droite dégressive entre les
logarithmes de base 2 des concentrations et les diamétres des zones d’inhibition (en

mm) [96].
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A la limite des zones d'inhibition, il existe dans la gélose des concentrations
d'antibiotiques égales aux CMI. Les méthodes de diffusion ne permettent pas de
chiffrer directement ces valeurs. Toutefois, si les droites de concordance (ou de
régression) entre diametres d'inhibition et log> CMI (établies par des laboratoires
spécialisés travaillant dans des conditions standardisées) sont disponibles, elles
permettront de déterminer la CMI de I'antibiotique considéré vis-a-vis de la souche

testée.

Antibiopramme par diffusion: droite de concordance

n souches:
n LMl
n diametres

micg/mi

Figurel3 : Concordance CMI et diamétres d’inhibition

[Jehl F, Chabaud A. Grillon A. L’antibiogramme : diamétres ou CMI ? Journal des
Anti-infectieux (2015) 17, 125—139]
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A la limite des zones d'inhibition, il existe dans la gélose des concentrations
d'antibiotiques égales aux CMI. Les méthodes de diffusion ne permettent pas de
chiffrer directement ces valeurs. Toutefois, si les droites de concordance (ou de
régression) entre diametres d'inhibition et log> CMI (établies par des laboratoires
spécialisés travaillant dans des conditions standardisées) sont disponibles, elles
permettront de déterminer la CMI de I'antibiotique considéré vis-a-vis de la souche
testée [89].

A-1-3-a-Conditions techniques :

Suite aux recommandations du Comité d'Experts de Standardisation
biologique de I'OMS (1979), la Société Francaise de Microbiologie a créé un Comité
de I'Antibiogramme (CA-SFM) chargé de déterminer les valeurs critiques qui
délimitent les catégories cliniques ; et proposer un guide pour la détermination de la
sensibilité des bactéries aux antibiotiques. Ainsi, les valeurs critiques définies pour
les concentrations et les diametres des zones d'inhibition, ainsi que les
recommandations spécifiques a certaines espéces ou a certains groupes
d'antibiotiques sont publiées dans un communiqué annuel par le CA-SFM.

Aux Etats-Unis, le CLSI (Clinical & Laboratory Standards Institute) a supplanté
le NCCLS dans la standardisation des techniques d’antibiogramme. Chaque pays
européen dispose de son comité et son institution de standardisation. Actuellement,
le comité européen (EUCAST) tend a supplanter les organismes nationaux [100].

Au Maroc, en 2009, a été créée la Société Marocaine de Microbiologie Médicale
(SMAMM) dont les membres du bureau et du comité de I'antibiogramme (CA-
SMAMM), qui, outre les manifestations scientifiques périodiques, ils s’attachent a la
standardisation de I’'antibiogramme marocain en tenant compte de I’épidémiologie

bactérienne nationale et des antibiotiques disponibles dans le commerce [101].
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La réalisation de I’antibiogramme se fait par étapes :
4+ La préparation de I'inoculum bactérien

+ Ajustement de la turbidité (densité) de I'inoculum
+ Ensemencement et séchage des boites

4+ Disposition des disques ATB

4 Incubation

+ Lecture et interprétation des antibiogrammes

Tableau 3 : milieux requis pour antibiogramme de diffusion sur gélose

Tableau 1 Milieux de détermination la sensibilité des bactaries aux
antibiotiques

Orgamisme Milieu

Entérobacieries Geloge de Mueller-Hinfon

Pzeudomonas spp. Gélose de Mueller-Hinton

Stenctrophomonas maltophilia Gelese de Mueller-Hinton

Acinetobacter spp. Gelose de Musller-Hinton

Staphylococcus spp. Gelose de Mueller-Hinton

Enterococous spp. Gélose de Mueller-Hinton

Strepfococcus pneumonias Gélose MH-F

Streptocoques des groupes A, B, C, G Gélose MH-F

Streptocogues du groupe virndans Gélose MH-F '

Haemophilus spp. Gélose MH-F '

Mgoraxella catarrhalis Gélose MH-F '

Listeria monocytogemes Gélose MH-F °

Pasteurefla multocida Gélose MH-F '

Campylobacter jejuni et C. colf Gelose MH-F " {woir Annexe A)

Autres bactéries & croiszance lente Selon

"MH + 5% sang de chewal défilbiring rnércan'iquemen't + 20 mgiL B-NAD

[Tirée de : EUCAST Disk Diffusion Method for Antimicrobial Susceptibility Testing -
Version 3.0 (Aodt 2013) version francaise. www.eucast.org]
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Tableau 4 : Critéres de catégorisation de la sensibilité de Staphylococcus spp selon

les valeurs critigues desCMI et des diameétres de zones d’inhibition de ’EUCAST

2017
Staphylococcus spp.
F|[|.*_'g.r.‘j..’;|ui|‘|c|.||:}||\5hs‘1 MIC hreakpcrint Disk Zone diameter
{mg/lL) content breakpoint
(ng) {mm)

5= R= 5= R=
Ciprofloxacin®, 5. aureus 1 1 5 i A
Ciprofloxacin®, Coagulase-negative staphylococei 1 1 5 24* 24*
Levofloxacin, 5. aursus 1 1 5 e L
Levofloxacin, Coagulase-negative staphylococc 1 1 5 240 24
Moxifloxacin, 5. aursus 0.25 025 5 oA oA
Moxifloxacin, Coagulase-negative staphylococci 025 025 5 a8 I
Malidixic acid (screen) M A MA A
Morfloxacin (screen) M M 10 17 Mote®
Ofloxacin®, . awsus 1 1 5 bl i 20t
Ofloxacin®, Coagulase-negative staphylococei 1 1 5 24" 24"
Ami.qggiymsidgs‘ MIC breakpoint Disk Fone diameter

{mg/lL) content breakpoint
(bg) (mm)

5= R= 5= R=
Amikacin®, 5. aureus 8 16 30 18 16
Amikacin®, Coagulase-negative staphylococei 8 16 30 2 19
Gentamicin, 5. aureus 1 1 10 18 18
Gentamicin, Coagulase-negative staphylococei 1 1 10 2 22
Metilmicin, 5. aursus 1 1 10 18 18
Metilmicin, Coagulase-negative staphylococci 1 1 10 2 22
Tobramycin, 5. aursus 1 1 10 18 18
Tobramycin, Coagulase-negative staphyococc 1 1 10 2 22

[EUCAST: The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing.

Breakpoint tables for interpretation of MICs and zone diameters. Version 7.1, 2017.

http://www.eucast.org.]
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Aux regards des concentrations et des diametres critiques sont considérées
comme :

+ sensibles (S), les souches pour lesquelles la CMI de I'antibiotique testé est
inférieure ou égale a la concentration critique basse (c), ce qui équivaut a un
diametre supérieur ou égal au diametre critique D.

+ résistantes (R), les souches vis-a-vis desquelles la CMI de l'antibiotique
testé est supérieure a la concentration critique haute (C), correspondant a
un diametre strictement inférieur au diametre critique d.

+ de sensibilité intermédiaire (l), les souches vis-a-vis desquelles la CMI de
I'antibiotique testé et le diamétre correspondant sont compris entre les
deux concentrations critiques et les deux diametres critiques.

A chaque antibiotique est associée une liste d'espéces bactériennes qui
constitue le "spectre d'activité" de la molécule. Le spectre naturel, établi dans les
premiéres études avant tout emploi en thérapeutique, reste stable par définition
puisqu'il ne prend pas en compte la proportion de bactéries ayant acquis une
résistance a I’antibiotique apreés son utilisation. Cette proportion augmente au cours
du temps parce que l'emploi de l'antibiotique exerce la pression de sélection
nécessaire a I'émergence de mutants ou de souches porteuses de facteurs extra-
chromosomiques de résistance. Cette notion doit étre connue du clinicien car elle
explique des situations d'apparence paradoxale. Par exemple, le spectre naturel de
la pénicilline G comprend Staphylococcus aureus alors que 90% des souches sont
actuellement résistantes par production de pénicillinase.

Pour faciliter le choix d'un traitement antibiotique, les espéces bactériennes
ont été réparties en 3 classes :

Especes habituellement sensibles ;
Especes modérément sensibles ;

Especes résistantes.
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+ Les especes habituellement sensibles : il s'agit d'espéces répondant a la
répartition suivante :

90% ou plus des souches sont caractérisées par des CMI < c. Moins de 10 %
dessouches sont résistantes ou de sensibilité diminuée.

Ex : pénicilline G et streptocoque A.

4+ Les espéces modérément sensibles : il s'agit d'espéces dont la sensibilité
naturelle n'a pas été modifiée par la résistance mais qui sont habituellement
classées résistantes par I'antibiogramme : 90% et plus des souches se situent dans la
catégorie |. Le classement ne dépend pas d'un mécanisme de résistance acquis (dont
la fréquence peut évoluer), mais d'un caractere propre a lI'espéce. Ex : macrolides et
Haemophilus influenzae.

+ Les especes résistantes : il s'agit d'espéces pour lesquelles plus de 50% des
souches sont résistantes. Cette résistance peut étre naturelle ou acquise.

L'antibiogramme ne fait que confirmer la résistance s'il s'agit d'une résistance
naturelle et participe ainsi a I’'identification de I’espece bactérienne. Il permet de
suivre son évolution s'il s'agit d'un mécanisme acquis.

Ex : pénicilline G et S. aureus / aminosides et streptocoques. [72]
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Spectre d'activité d'un antibiotique : classification d’'une espéce

bactérienne
Section 1 Section 2 Section 3
Espéces Espéces Espéces
habituellement inconstamment naturellement
sensibles sensibles résistantes
* Espéces sensibles ® Espéces sensibles Esﬂﬁﬁggﬁﬁg -
ou modérément ou modérément naturelle de haut
sensibles sensibles Aive
* Taux de résistance ® Taux de résistance
acquise <10% acquise 10%

Figure 14 : catégorisation de spectre d’activité d’un antibiotiqgue

[Source : Cavallo JD. Mérens A. Spectre d’activité antibactérien d’un antibiotique et
catégorisation clinique. Pathologie Biologie. Volume 56, Issue 5, July 2008, Pages

300-304]

Contrdle de qualité: [102]
Les contrbles de qualité devraient accompagner toutes méthodes d’étude de la
sensibilité des bactéries in vitro. L’image ci-dessous dresse la liste de souches de

référence recommandées par I’EUCAST.
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Tableau5 : souches de référence recommandées pour le controle qualité de

I’antibiogramme

TABLE |. Strains recommended by EUCAST for routine

quality control

Ohrganksm Strain collecion mumber Characteristics

Escherichia cali

Peeudormonas
nm.lg:imm

Stnj:h].m-cncms
CIUFELS

Enterococous

faecalie

SErepiococcus
pPneurmonios

Haemopehiliis
influenzos

ATCC 2590
MCTC 12241
CIP 76.24
5 1103
CCUG 17620
CECT 434

ATCC 27853
MCTC 12903
CIPF 6. 110
DsM Iy
COUNG I7els
CECT 108
AT 29213
MCTC 12973
CIF 10342%
5M 256%
CCUG 15915
CECT 794
ST 29211
MNCTC 12697
CIF 103214

5M 2570
COLNG 9997

CECT 25
ATCOC 49619
MCTIC 12977
CIF 104340
DM 1 1967
CClLMG 33638
MOCTC B468
CIP 54.94
CCUG 23946

Susceptible, wild type

Susceptible, wild type

Weak fidactarmase
producer

Susceptible, wild type

Low-level, chromosomally
mediated penicillin resistant

Susceptible, wild type

ATCC, American Type Culwre Collection, 1USA; FMCTIC, Matiomal Collection of
Typa Cultures, UK: CIP, Collection de Institut Pastaur, Francse; DSM, Dewtsche
Seammsammilung fir Mikroorganismen und Zelllulturen, Germany; COCUG, The
Culbure Collection IUniversity of Gothenburg, Swedlen; CECT, Coleccidn Espanola
de Cultivas Tipo, Spain.

[Matuschek E, Brown D. F. J. KahlmeterG..Development of the EUCAST disk diffusion

antimicrobial susceptibilitytesting method and its implementation in routine

microbiologylaboratories.Clin Microbiol Infect 2014; 20: 0255-0266]
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limites de I’'antibiogramme : [91]

@ Limites techniques :

La réalisation d'un antibiogramme est soumise au respect de conditions
techniques qui sont parfois incompletement et insuffisamment respectées.

Un antibiogramme réalisé de maniére non standardisée et sur un mélange de
germes non identifiés est dépourvu de sens.

Tout laboratoire devrait vérifier la validité de sa technique en testant, au
moins une fois par mois, la sensibilité des souches de référence et vérifier que les
diameétres des zones d'inhibition obtenues vis-a-vis des divers antibiotiques sont
conformes aux valeurs publiées par le Comité de I'Antibiogramme.

Les techniques de I'antibiogramme ont été standardisées uniquement pour les
bactéries cultivant rapidement sur milieux usuels. Lorsque la souche isolée ne rentre
pas dans ce cadre, I'interprétation est parfois délicate.

Les causes d’erreur :

+ Composition du milieu.

+ L’inoculum.

+ L’épaisseur de gélose et caractere plan des boites plastiques.

+ Atmosphere d’incubation.

£ Temps de croissance des bactéries.

£ Stockage et péremption des disques.

+ Durée d’incubation
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A-1-3-b-Recherches complémentaire:

U Recherche de B lactamases type pénicilinase: [103]

La détection de la résistance bactérienne aux pénicillines (G et A) n’est pas
toujours bien exprimée sur antibiogrammes (cas de Neisseria, Haemophilus,
Staphylococcus, ...). Il faut alors recourir a des méthodes de mise en évidence plus
ou moins simples de ces pénicillinases. Plusieurs techniques sont proposées :

@ Techniques chromogéniques (test céfinase) :

Une méthode simple de mise en évidence rapide de ces enzymes : la méthode
a la céphalosporine chromogéne. Le test Céfinase est réalisé grace a un disque
imprégné d’un substrat chromogene sur lequel on dépose une colonie bactérienne :

en présence de bétalactamase, il se forme un produit coloré rouge [104].

Figure 15 : détection de b lactamase par le test céfinase
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@ Technique acidimétrique :

L'inactivation enzymatique (perte de l'activité antibiotique) survient lors de
I'ouverture du cycle R-lactame (de base des B-lactamines retrouvée dans tous les
sous-groupes). La premiére étape de la réaction enzymatique variera en fonction du
substrat (affinité) tels pénicilline G, oxacilline, ampicilline, carbénicilline,
pipéracilline, céfalotine, céfuroxime, céfotaxime, imipéneme, ...

Cette étape de formation d'un complexe enzyme-substrat sera fonction des
constantes cinétiques de I'enzyme étudiée telles affinité appréciée par le Km ou Ki,
ou encore vitesse d'hydrolyse exprimée, le plus souvent, en V max. Le produit de la
réaction aboutit a la formation de composés acides tels I'acide pénicilloique ou
céphalosporoique.

La détection de carbapénémase par technique de Nordman entre dans ce

cadre : [105]

B - S rve TS,
e S s
< S e | e g %o 9/'“ i sS-R EEEmsmee—— .
Carbapenem %&_ O
Imipemen & Acid producticn Colorimerric
Red  EEEESJIT—-  Yellow
Ca)
Carbapenemase
production
(1) Revealing solution
(internal negative control)
(2} Revealing solution + imipenem
(b )

Figurel6 : Le principe (a) et l'interprétation (b) du test de Carba NP récemment mis

au point pour l'identification rapide des producteurs de carbapénémases chez
Enterobacteriaceae et Pseudomonas spp.

interpretation-b-of-the-Carba-NP-test-recently-developed-for-the]
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U Recherche de BLSE :

Les BLSE sont des enzymes produites par certaines bactéries les rendant
résistantes a de nombreux antibiotiques incluant les C3G et aztréonam. Ces
enzymes agissent en hydrolysant le cycle B-lactame, support de I'activité des B-
lactamines (BLA). Le géne codant est présent au niveau du chromosome de bactéries
particulieres et transféré a d’autres populations bactériennes par I'intermédiaire de
plasmides. Nombreuses Entérobactéries productrices de BLSE (EB-BLSE) sont
connues aujourd’hui, dont Klebsiella pneumoniae et Escherichia coli. Les premiéres
infections a EB-BLSE sont rapportées chez K. Pneumonia en Allemagne en 1983 et
ont diffusé a toute I’Europe ainsi qu’en Amérique. En Asie, les premieres infections
ont été notées en Chine en 1988 [106] [107] [108].

Les bétalactamases a spectre élargi (BLSE) sont une grande famille trés
hétérogene d’enzymes bactériennes découverte dans les années 80 en France, puis
en Allemagne. Elles sont induites soit par des plasmides (fréquents), soit par la
mutation du génome naturel chez Klebsiella spp, codant pour une bétalactamase
SHV. Les deux mécanismes conférent aux bactéries touchées la capacité
d’hydrolyser une grande variété de pénicillines et de céphalosporines. La majorité
des BLSE sont le résultat de mutations génétiques de bétalactamases naturelles, en
particulier de TEM-1, TEM-2 et SHV-1. Elles sont tres actives contre les pénicillines
et moyennement actives contre les céphalosporines de premiéere génération. Les
mutations génétiques a l’origine des BLSE élargissent le spectre de ces enzymes et
touchent également les céphalosporines de troisieme génération (ceftazidime et
céfotaxime) et les monobactams (aztréonam). Les bactéries produisant une BLSE
n’hydrolysent pas les céphamycines (céfoxitine) ni les carbapénemes (imipéneme) et

elles sont inhibées par I’acide clavulanique, le tazobactam et le sulbactam,
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inhibiteurs classiques de bétalactamases. La présence de BLSE est frequemment
associée a la reésistance aux fluoroquinolones [109].

Au sein des bacilles a Gram négatif, de nombreuses enzymes a médiation
plasmidique, ou de maniére plus précise des génes cassette situés dans un intégron
comportant une CR (common region), ont été identifié¢es grace a I’approche
moléculaire. Parmi les BLSE médiatrices de la résistance vis-a-vis des C3G, il
convient de citer le groupe CTX-M puis les béta-lactamases de type BES, GES, PLA,
PER, VEB. La résistance vis-a-vis des C3G, des céphamycines et des associations
comportant un inhibiteur enzymatique de type acide clavulanique, liée a la synthese
de diverses céphalosporinases devenues transférables (ACC-1, ACT-1, CFE-1, CMY,
DHA, FOX, MIR-1, MOX-1) a vu son domaine s’élargir : distribution géographique et
diversité des bactéries productrices. La résistance vis-a-vis des carbapénemes,
jusque-la peu fréquente, a vu exploser le nombre de béta-lactamases impliquées
avec les types IMP, VIM, SME, GIM, KPC, OXA. Préférentiellement observée a I’origine
chez Pseudomonas aeruginosa (types IMP, VIM), ces enzymes sont maintenant plus
fréquentes chez les entérobactéries [110].

La technique la plus communément admise est la technique de synergie par
diffusion. C’est la mise en évidence de la synergie entre I’acide clavulanique et les
céphalosporines (C3G), en disposant a la surface d’une gélose des disques de C3G
et d’amoxicilline + acide clavulanique a 3 cm l'un de l'autre. Aprés une nuit
d’incubation, une image de synergie d’action entre les deux antibiotiques dite en

bouchon de champagne indique la présence de BLSE.
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L AMX

Figure 17 : Test de détection de BLSE par synergie C3G ou aztréonam et inhibiteur

de béta-lactamases (acide clavulanigue, sulbactam, tazobactam)

[Tirée de :

Une technique variante est de comparer I’action de céfotaxime et céftazidimes
seules et en présence d’acide clavulanique, sur gélose (diametres différents, plus
grands en présence d’acide clavulanique ou activité plus franche dans les cupules
contenant C3G+Clavulanate.). Une derniére variante utilise les bandelettes E-Test
imprégnées d’un gradient de concentration de C3G a un bout et de cette méme C3G
associée a l’acide clavulanique. Aprés une nuit d’incubation, I’ellipse d’inhibition
plus grande du c6té du clavulanate indique la présence de BLSE. (Voir image

suivante)
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Figure 18 : Bandelette E-Test dans la détection des BLSE
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Le recours aux milieux chromogénes a lieu lors de dépistage des BMR chez
des malades hospitalisés a risque ou lors d’épidémie a bactérie hautement
résistante (BHR), dans le but de lutter contre les infections acquises lors de
I’hospitalisation

[111].

Figure 19 : Gélose chromogéne ChromID BLSE de BioMérieux™.

La détection phénotypique des BLSE chez les bactéries autre que E. coli,
Klebsiella spp et Proteus spp reste une problématique et un sujet controversé [112]
[113]. En effet, la présence de BLSE est souvent masquée par d’autres types de
Blactamases qui ne sont pas inhibés par I'acide clavulanique, tels que les enzymes
de type AmpC Blactamases de classe C) produites essentiellement par Enterobacter
sppet par Pseudomonas aeruginosa. Plusieurs méthodes ont été décrites sur milieu
additionné de cloxacilline pour inactiver les céphalosporinases ou sur milieu
additionné d’EDTA pour inactiver les métallo-béta-lactamases [114].

Pratiguement tous les germes Gram négatif possédent un géne
chromosomique AmpC qui code pour une céphalosporinase AmpC, en général de
faible expression et sans hydrolyser efficacement les céphalosporines. Mais les

Enterobacter, Serratia et Citrobacter produisent des céphalosporinases inductibles,
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pas faciles a détecter au laboratoire. Sous traitement aux céphalosporines, ces
germes peuvent donc développer une résistance (inductible) a toutes les
céphalosporines et elles ne sont pas inhibées par I'acide clavulanique. Elles restent
cependant sensibles aux céphalosporines de 4i¢me génération ; comme le céfépime ;
et aux carbapénémes. [109].

Cette AmpC géne la visualisation d’une éventuelle BLSE. Ceci oblige a recourir
a des artifices pour inhiber I’AmpC (cloxacilline incorporée a raison de 200ug/mL au
milieu Mueller-Hinton) afin de laisser s’exprimer la BLSE seule ; ou bien par disques

C3G sans et avec cloxacilline (méthode des disques combinés) [113]. (Figure 20)

Figure 20 : Exacerbation des diameétres d’inhibition des disques C3G (CAZ et CTX) en

présence de cloxacilline (CLA) chez E coli BLSE+ et AmpC haut niveau+. [Thomson

KS. Extended-Spectrum-B-Lactamase, AmpC, and Carbapenemase Issues. J. Clin.

Microbiol. April 2010 vol. 48 no. 4, 1019-1025]

Mlle. HNICH Hajar 76



La résistance bactérienne : mécanismes et méthodes de detection au laboratoire Thése N° :272/17

@ Le Cica-Beta-Test :

Le Cica-Beta-Test permet une détection rapide des BLSE (en 15 min) a partir
d’une culture bactérienne de 24 h. Ce test utilise 4 bandelettes : une bandelette ne
contenant aucun inhibiteur, une deuxieme contenant I’acide clavulanique (détection
des BLSE), une troisieme contenant I’acide boronique (détection des enzymes de
type AmpC) et une quatrieme contenant I'EDTA (détection des métallo-p-
lactamases). Le test est basé sur I'utilisation d’une céphalosporine chromogeéne,
HMRZ-86, possédant un groupement protecteur qui prévient la rupture de son cycle
B-lactame. Cependant, cette céphalosporine est hydrolysée par les BLSE, les
enzymes de type AmpC et les métallo- -lactamases en donnant un changement de
coloration du jaune au rouge aprés 2 a 15 min a température ambiante. Si la
bactérie possede une BLSE, seule la bandelette concernée doit rester jaune puisque
I’acide clavulanique I'aura neutralisée. Par contre, si toutes les bandelettes virent au
rouge, il est alors impossible de préciser la nature de la multirésistance au moyen de
ce simple test. La sensibilité de cette technique a été estimée a 85 % pour la

détection des BLSE [115].
Cica B-Test (Mast

No inhibitor

Mercaptoacetic acid to inhibit MBL

Clavulanate to inhibit ESBL
Boronic acid to inhibit AmpC

Figure 21 : Bandelettes du Cica béta Test.

[Source : http.//slideplayer.com/slide/2543298/]
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U Recherche de méticillino-résistance chez les staphylocoques :

Plusieurs méthodes de détection de la résistance a la méticilline ont été
utilisées pour détecter les S. aureus résistants a la méticilline. La micro-dilution en
bouillon est la méthodologie standard (ISO 20776-1). Quand la CMI de céfoxitine> 4
mg / L, les souches testées doivent étre rapportées comme résistantes a la
méthicilline. Les méthodes utilisées sont : la diffusion en gélose avec les disques
d'oxacilline a 5 ug ou bien des disques de céfoxitine a 30 ug sur Mueller-Hinton
(MH) avec ou sans NaCl (2 %) et incubation a 37 ou 30 °C pendant 24 et 48 heures
respectivement, la détermination de la CMI de I'oxacilline par E-test sur MH avec et
sans NacCl, la recherche de la PLP2a par Slidex MRSA Detection® aprés induction avec
un disque de céfoxitine et la détection du gene mecA par amplification génique. La
détection de la résistance des souches SA-SARM avec l'oxacilline est plus sensible
(100 %) sur MH hypersalé que MH incubé a 30°C pendant 48 heures (97,3 %). Quelles
que soit les conditions de culture, la céfoxitine détecte la résistance a la méticilline.
Les souches ayant une CMI de lI'oxacilline de 2 a 128 mg/|l possedent le gene mecA
et la PLP2a [116].

La détection ancienne de Staphylocoques méti-R se faisait par un disque
d’oxacilline chargé a 5ug sur gélose Mueller-Hinton (MH) normotonique a 30°C ou
sur milieu MH hypersalé (6.5%NaCl) a 37°C. L’incubation doit étre prolongée a 48 h
si la croissance apparait faible aprés 24h. Cela obligeait le biologiste a tester ce
disque seul sur une boite de Pétri, donc loin des autres disques. En plus, il s’est
avéré d’apres les CMI mesurées des souches catégorisées S et celle catégorisées R
qu’il y avait une large zone grise (chevauchement important des courbes des CMI).
En effet, I'expression hétérogéne de la résistance affecte particulierement les CMI de

I'oxacilline, qui peut apparaitre active (S) [117].
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Figure2?2 : résistance hétérogene a la méticilline

[Tirée de h

Il existe des souches résistantes homogénes a haut niveau a la méticilline.
Leur détection par antibiogramme ne pose pas de probleme.

Plus souvent la résistance est hétérogéne et seule une faible fraction des
bactéries est capable d’exprimer sa résistance dans des conditions standards de
culture. Pour favoriser I’expression de cette résistance a la méticilline sur
antibiogramme il est nécessaire de placer un disque de méticilline (ou
d’oxacilline qui est plus stable) :

— soit sur une boite de gélose de Mueller-Hinton incubée entre 25 et 30°C et
observée apres 24 et 48 heures.

- soit sur une boite de gélose de Mueller-Hinton hypersalée (5 % de NaCl) et incubée
a37°C.

Dans ces conditions, la résistance hétérogéne se traduit par la présence de
petites colonies dans la zone d’inhibition autour du disque. Ces colonies sont mieux

visibles apres une incubation de 48 heures.
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Actuellement, la céfoxitine et le moxalactam ont prouvé leur supériorité (plus
sensibles et plus spécifiques) par rapport a I’oxacilline. Ces deux molécules
s’utilisent a 37°C en milieu MH normal avec tous les autres antibiotiques. Elles
permettent en plus de bien distinguer les Staphylocoques méti-R des Méti-S
(absence de zone grise) [118].

L'expression hétérogene de la résistance affecte particulierement les CMI de
I'oxacilline, qui peut apparaitre active (S). La céfoxitine est un marqueur trés
sensible et spécifique de la résistance a la méticilline médiée par mecA / mecC, y
compris dans les souches exprimant des résistances hétérogenes, et est le disque de
choix. La diffusion par disque a l'aide de I'oxacilline est déconseillée et les diamétres
des zones d'interprétation ne sont plus inclus dans le tableau de décision
del’EUCAST en raison d'une faible corrélation avec la présence du géne mecA [119].

La micro-dilution en bouillon est la méthodologie standard (ISO 20776-1).
Quand la CMI de céfoxitine> 4 mg / L, les souches testées doivent étre rapportées
comme résistantes a la méthicilline.

La diffusion de disque est la méthode la plus simple et la plus directe. Les
souches ayant un diametre de zone de céfoxitine (disque de 30 ug) <22 mm doivent
étre déclarées résistantes a la méthicilline.

La détection par des méthodes d'agglutination au latexsont également
recommandées. La détection de la protéine PBP2a avec des kits d'agglutination au
latex est possible en utilisant des tests commerciaux ou internes, sachant que la

PBP2c n'est pas détectée par la majorité des tests commerciaux [111] [120] [121].
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U Détection de la résistance bactérienne aux carbapénémes :

Les génes codant pour les carbapénémases les plus répandues sont le plus
souvent localisés sur des plasmides pouvant étre transférés de souches a souches,
mais aussi entre 2 especes proches. C’est pourquoi il est essentiel d’identifier les
souches hébergeant ce type de mécanismes transférables en raison du danger
potentiel qu’elles représentent en tant que sources, réservoirs, et véhicules de géenes
de carbapénémases. Il est ainsi possible d’observer chez certains patients des
souches appartenant a des especes d’entérobactéries différentes et produisant la
méme carbapénémase, probablement en raison d’un transfert de plasmides entre les
deux espéces dans le tube digestif de I’h6te. [126]

Identification des EPC a partir de prélevements cliniques: patients infectés

Les entérobactéries les plus fréquemment concernées sont Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli, Enterobacter cloacae. En revanche, Proteus sp. Et
Morganella morganii sont naturellement moins sensibles a I'imipénéme et la
présence de carbapénémases est rare dans ces especes.

La détection des EPC par de simples tests phénotypiques n’est pas aisée car le
niveau de résistance aux carbapénémes est variable et peut parfois étre a la limite
du seuil de sensibilité. L’ertapénéme est le carbapénéme qui possede la meilleure
sensibilité pour la détection des EPC.

Ainsi toute souche possédant une diminution de sensibilité a I'ertapéneme
(CMI =0,5 mg/L ou une diameétre d’inhibition < 28 mm; disques de 10 ug) par test
de diffusion en gélose est a considérer comme suspecte d’étre une EPC. En outre,
dans certains cas, la sensibilité de détection de la production de carbapénémase
peut étre améliorée par I'utilisation d’au moins 2 carbapénemes différents (ex :

imipéneme ET ertapénéme) [121].
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+ Méthodes classiques:

Ces tests phénotypiques sont basés sur les propriétés inhibitrices de I'acide
boronique vis-a-vis des carbapénémases de type KPC, de I’acide dipicolinique ou de
’EDTA vis-a-vis des métallo-lactamases et de la cloxacilline vis-a-vis
des, céphalosporinases (AmpC) [127]. Afin de pourvoir détecter également les
carbapénémases de type OXA-48, un disque contenant de la témocilline est
présente dans certain kits commerciaux. En effet, la grande majorité des souches
produisant une carbapénemase de type OXA-48 (98.2%) sont tres résistantes a la
témocilline (diameétre d’inhibition inférieur a 12 mm pour des disque chargé a 30 ug)
[128] La résistance a la témocilline posséde une bonne valeur prédictive positive
pour les EPC de types OXA-48, cependant certaines espéces sont naturellement
résistance a cet antibiotique (ex. H. alvei) et d’autres mécanismes (assez rares)
peuvent induire une résistance a la témocilline.

Avantage :

- Kits commerciaux (ex : KPC, MBL & OXA-48 confirm kit, ROSCO, ref. #
98015)

Inconvénients :

Vv Quelques faux positifs : essentiellement Enterobacter spp. surexprimant

leur céphalosporinase naturelle qui peut étre inhibée par I’acide boronique

v Difficultés d’interprétation pour certaines souches d’EPC possédant de bas

niveaux de résistance au méropéneme
v Difficultés d’interprétation pour certaines souches d’EPC produisant
plusieurs carbapénémases de différent types (ex : NDM + OXA-48-like,
KPC + VIM, ces souches sont encore assez rares en France)

Vv Nécessite un délai additionnel de 24 h a 48 h aprés obtention de
I’antibiogramme incompatible avec I'identification rapide de

carbapénémases [105]
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Le Test de Hodge modifié
Le test a été défini par Lee et al chez Acinetobacter et Pseudomonas

aeruginosa [129]

~. L lliNie.

TPM_EDTA" ' IPM EDTA

Figure 23 : Performances des DDST utilisant des disques d'IPM ou de CAZ et des

disques d'EDTA (1.900 q) ou d'AMP.

Les panneaux A et B montrent les résultats pour deux isolats différents de P.
aeruginosa. Un disque IPM et un disque EDTA ont produit de grandes zones
d'inhibition synergique pour les deux isolats (A, haut et B, haut). Un disque CAZ et
un disque MPA 2 n'ont pas réussi a produire une zone synergique (A, en bas), mais
un disque CAZ et un disque MPA 3 ont produit une petite zone synergique (B, en

bas) [114].

Les DDSTs a base de disques IMP-EDTA, CAZ-MPA ou CAZ-SMA (sodium
mercapto-acetic acid) ont a la fois des points forts et des points faibles pour la
détection des Pseudomonas et des Acinetobacter producteurs de MBL. L’utilisation
d'un disque IPM et d'un EDTA (750ug) ou un disque SMA (2 mg) améliore la
performance du test, permet de tester les isolats non sensibles a I'imipénéme et

réduit la durée du travail de dépistage (image ci-dessous) [130].
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EDTA IPM SMA EDTA CAZ SMA

Le Hodge-test modifié actuel permet la mise en évidence d’une synergie
d’activité enzymatique entre souches productrices de carbapénémases (souche a
tester déposée en strie sur une culture en nappe de souche sauvage deréférence
sensible d’Escherichia coli. Le disque d’ertapéneme est réputé le plus sensible quand
il s’agit d’Entérobactéries. En revanche, quand il s’agit de Pseudomonas ou bien

d’Acinetobacter, I’emploi de I'imipénéme et/ou du méropéneme [131].

Grawih of E. coll ATCC 25822

Inhibition of E. colf ATCC 25822

Test isolate (suspected
carbapeanemasa produciion)

Increased growth of £ calf ATOC 25822 (disturbed
edge of inhibition zone) by inactivation

of the carbapenem from the disk by diffusion of the
carbapenemase orginating from the suspecled
isalate in the sireak

Example of pesitive modified Hodge test (photo Neil Woodford, Health Protection Agency, England)
[Image d’apreés Stuart)C, Maurine A. Van Hall L. Guideline for phenotypic screening
and confirmation of carbapenemases in Enterobacteriaceae. International Journal of

Antimicrobial Agents, 2010 ; Volume 36, Issue 3 : 205-210]
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P. aeruginosa et Acinetobacter baumannii producteur de carbapénémases sont
communs dans de nombreuses régions d'Europe [132]. Chez P. aeruginosa, le type
VIM, principalement le VIM-2, est lI'enzyme dominante en Europe, mais des
producteurs de KPC ont également été observés dans les pays d'Amérique latine.
Chez Acinetobacter, les carbapénémases OXA, principalement les enzymes de type
OXA-23-, OXA 24 / 40-, OXA-58-, OXA-143-, OXA-235, se rencontrent le plus
souvent [133].

Il n'existe actuellement aucun inhibiteur spécifique des OXA-carbapénémases
de classe D et aucune des méthodes phénotypiques existantes ne donne des
résultats satisfaisants pour la détection / identification de ces carbapénémases chez
Acinetobacter. Des essais de tests colorimétriques ont été essayés, mais n‘ont pas
prouvé dans l'ensemble dans ce genre. Acinetobacter peut également avoir des
carbapénémases de type MBL ; et il est possible que les tests puissent mieux
fonctionner avec ces enzymes [134].

Avantages du test :

- Peu couteux

- Bonne détection des souches productrices de carbapénémases de type OXA-

48 et EPC (1ere et 3eme carbapénéemase en France en 2013 respectivement)

Inconvénients :

- Faux négatifs : essentiellement souches produisant une carbapénémase de

type NDM, 2nd carbapénémase en France en 2013.

- Nombreux faux positifs : essentiellement Enterobacter spp. surexprimant

leur céphalosporinase naturelle.

- Nécessite un délai de 24 h a 48 h aprés obtention de I'antibiogramme

incompatible avec une identification rapide des carbapénémases.
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+ Tests chimiqgues ou physicochimigues :

Deux techniques, répondant bien aux besoins actuels, ont été mises au point
récemment.

-La premiére correspond a la recherche d’une modification du spectre d’un
carbapénéme sous I’effet d’une carbapénémase. Il s’agit d’une application de la
technique de spectrométrie de masse (MALDI-TOF).

Cette technique nécessite une mise au point fine, du personnel
particulierement entrainé et un spectromeétre de masse (systéeme ouvert). elle est
basée sur la détection par spectrométrie de masse, aprés mise en contact pendant
quelques heures (en général 2-3h) de la souche a tester avec une solution de
carbapénéme, de la disparition du pic correspondant au carbapéneme testé et de
I’apparition d’un pic correspondant au(x) produit(s) d’hydrolyse de ce méme
carbapénéme [137] [138].

+ Spéctrométrie de masse :

La spectrométrie de masse est une technique analytique dans laquelle les
composés chimigques sont ionisés en molécules chargées puis accélérées dans un
cyclotron et enfin détectées sous forme de batonnets ou pics correspondant a la
taille de chaque fragment. Le spectre obtenu, dit spectre de masse, est spécifique a
chaque molécule analysée. La source d’ions est inventée par Dempster (ESI) puis
perfectionnée quelques années plus tard par Bleakney (1928). D’autres sources
d’ionisation utilisées pour la spectrométrie de masse sont la chaleur, une source

chimique, ... et enfin, un laser, rayonnement ultra pur et puissant, d’ou est née la

MALDI-TOF SM. Le concept de Time Of Flight (TOF) a été proposé par William E.
Stephens. Dans un analyseur TOF, les ions sont séparés par des différences de
vitesses. Le TOF/MS est rapide. Il est applicable a la détection chromatographique,

et il a maintenant beaucoup évolué et est utilisé dans plusieurs domaines. Les deux
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techniques (ESI et MALDI) sont basés sur des méthodes d ™ionisation douce" dans
lesquelles la formation d'ions ne conduit pas a une perte significative de l'intégrité
de I'échantillon. La technigue MALDI-TOF MS a certains avantages par rapport a
I’ESI-MS ; a savoir : i) MALDI-TOF MS produit des ions a charge unique, donc
I'interprétation des données est facile comparée a ESI-MS; ii) une séparation
préalable par chromatographie est nécessairepour l'analyse par ESI-MS [162]. Par
conséquent, le débit et la vitesse élevés associés a une automatisation nécessaire
compléte ont fait du spectrométre de masse MALDI-TOF un choix évident a grande
échelle [163].

@ Le MALDI-TOF: principe et méthode :

Le spectrométre de masse MALDI-TOF permet d’ioniser des molécules de
grande taille, peu volatiles et sensibles a la chaleur sans se dégrader. La méthode
s’appligue aux biomolécules plus fragiles comme les peptides, les protéines, les
glycoprotéines et les oligonucléotides et les antibiotiques [135].

L’échantillon est mélangé a la matrice et placé sur une lame. Le dépdbt (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. Les molécules plus grandes mettront
plus de temps a atteindre le détecteur, tandis que les molécules plus petites
arriveront plus vite. Une fois Iion arrivé au détecteur, le signal est amplifié et envoyé

a un ordinateur qui traite les données et donne les résultats sous forme de spectre

[136].
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Figure24 : flux de travail au cours de MALDI-TOF
[Tirée de Virtual Labs http.//pe-iitb.vlabs.ac.in/index.html]

Bien que les conditions de culture puissent affecter profondément la
physiologie microbienne et le profil d'expression des protéines [164]. Elles
n'influencent pas l'identification microbienne par MALDI-TOF MS. [140] [165] ces
auteurs ont cultivé trois espéces bactériennes sur quatre milieux de culture
différents et ont découvert que l'identification microbienne MALDI-TOF MS était
indépendante des conditions de culture. Un autre groupe de recherche [141] [166] a
également rapporté que les conditions de culture et le temps de culture n'‘ont pas
affecté l'identification microbienne par MALDI-TOF MS, de souches cliniques de
staphylocoques impliqués dans les infections humaines.

Dans le domaine de la détection de résistance bactérienne, Il a été montré que

MALDI-TOF MS génére des empreintes de masse capables de discriminer les lignées

Mile. HNICH Hajar 88


http://pe-iitb.vlabs.ac.in/index.html

La résistance bactérienne : mécanismes et méthodes de detection au laboratoire Thése N° :272/17

de souches de S. aureus résistantes a la méthicilline [167]. Dans des conditions
expérimentales prudentes, il s'est également avéré utile pour sous-typer les souches
de S. aureus résistantes a la méthicilline [143] [168].

De méme, il a été démontré que la SM MALDI-TOF est trés utile pour
identifier les entérocoques résistants a la vancomycine [169] [170] Wang et al.
(2014) [171] ont suggéré que la SM MALDI-TOF pourrait étre utilisée comme outil de
dépistage pour distinguer les souches d'Enterococcus faecium résistantes a la
vancomycine des souches d'E. Faecium sensibles a la vancomycine.

La production de -lactamases est détectée par MALDI-TOF MS en utilisant un
test de spectrométrie de masse R-lactamase (MSBL). Dans cet essai, une solution
tamponnée de l'antibiotique est mélangée a une culture bactérienne et incubée. Le
mélange réactionnel est centrifugé et le surnageant est soumis a une analyse
MALDI-TOF MS. Les producteurs de B-lactamases inactivent le cycle B-lactame de
I'antibiotique en ajoutant un résidu d'eau. Le déplacement de masse dans les formes
non hydrolysées et hydrolysées de l'antibiotique confirme la présence ou l'absence
de bactéries productrices de R-lactamase. Le test MSBL a été utilisé pour détecter la
résistance aux antibiotiques B-lactamines tels que la pénicilline, I'ampicilline, la
pipéracilline, la cétazidime, la céfotaxime, l'ertapénéme, le méropéneme et
I'imipéneme. En utilisant des tests MSBL, des chercheurs ont détecté avec succes des
organismes producteurs de [-lactamase comme Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumanni, Citrobacter

freundii, Enterobacter cloaceae, Salmonalla spp. etc [172] [173] [174] [175].
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Preparation scheme for the detection of B-lactamase activity
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Figure 25 : procédure de détection des métabolites de beta lactamase par la

spectrométrie de masse MALDI-TOF

[Ledeboer NA, Hodinka RL.Molecular Detection of Resistance Determinants. J. Clin.

Microbiol. September 2011 vol. 49, no. 9 Supplement : S20-S24]
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Compte tenu de la précision de la détection de résistance avec les MSBL,
d'autres innovations et améliorations en termes d'amélioration de la vitesse de
détection de la résistance et d'extension de détection de résistance aux nouvelles
classes d'antibiotiques PB-lactamines dans les dosages MSBL sont envisagées.
Récemment, Johansson et al. (2014) [176] ont développé une méthode MALDI-TOF
MS pour la détection et la vérification de la production de carbapénémases dans une
bactérie anaérobie, Bacteroides fragilis, des 2,5 h. Hoyos-Mallecot et al. (2014)[177]
ont évalué une méthode MALDI-TOF MS pour l'identification et la différenciation de
souches cliniques productrices de carbapénémases d'Enterobacteriaceae et de P.
aeruginosa a partir de souches productrices de métallo-B-lactamases. Hart et al.
(2015)[153] ont rapporté une stratégie modifiée pour la détection de biomarqueurs
de résistance aux antibiotiques dans des souches cliniques d’E. coli en utilisant
MALDI-TOF MS. lls ont suggéré qu'au lieu d'utiliser des cellules bactériennes intactes
pour la spectrométrie, le compartiment périplasmique devrait étre extrait (puisque
les B-lactamases sont situées dans le périplasme); en solution digérée par la
trypsine, séparée par nano-LC avant l'analyse MALDI-TOF MS. En utilisant cette
approche, ils ont rapporté la séquence peptidique de biomarqueurs pour plusieurs
classes de B-lactamases comme la B-lactamase a spectre étendu du groupe CTX-M-
1, la B-lactamase TEM, la VIM a métallo-B-lactamase et la CMY-2 et I'ampC B-
lactamase. En outre, en utilisant cette approche, ils ont également détecté les
peptides spécifiques d'une enzyme de modification des aminoglycosides, Kan-R
[178].

De méme que pour les B-lactames, la résistance des aminosides aux
microorganismes est principalement due a la modification enzymatique des
antibiotiques par les acyltransférases bactériennes, les adényltransférases et les

phosphotransférases. Puisque ces enzymes présentent une préférence différente
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pour le substrat CoA présent dans différents aminoglycosides, il n'a pas été possible
d'établir un dosage universel basé sur spectrométrie de masse pour la détection de
la résistance aux aminoglycosides. Des efforts supplémentaires pour développer et
standardiser la SM MALDI-TOF pour la détection de la résistance aux
aminoglycosides dans les laboratoires de routine sont toujours en cours [179].
-La seconde technique de diagnostic rapide est le Carba NP test (Carba
Nordmann-Poirel test). Le principe de ce test repose sur la mise en évidence

d’une acidification du milieu lors de [I’hydrolyse de [I'imipéneme par une

carbapénémase.

Figure 1, Represaniative results of the Carba NP test. The Carba hP

{eslwas performed wilh a noncarbapenamass producer] Exchancha

codl producing fhe extended-spactrum f-laclamass CTH-B15,

vpper panal) and with a carbapenemase producer (Kiebsisda

proumonise-produgng  Mew  Del  metalo-f-lacienage-1,

e pand] i @ reaclion madium without (lefl paned) and with

Ma ineculation {right paned) Imipenem. Uninoculated walls ara showin &5 conlrols

Pholographs waere taken afler a 1 5-how incubaBon, A oolor

version of is figure i avallable onfing (wweanccdzponEID

artcal Be 2-0355-F 1. kim).

Noncarbapenemase
producer
Carbapenemase
producer

Figure 26: Principe du test Carba NP

[Nordmann P, Poirel, L, Dortet, L. Rapid Detection of Carbapenemase-producing
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L’indicateur de pH change de couleur (du rouge au jaune) lorsque le milieu
devient acide, traduisant la présence d’une carbapénémase. Ce test a été largement
évalué au sein du CNR (> 4000 souches d'entérobactéries de sensibilité diminuée
aux carbapénemes). Il possede une excellente spécificité et une excellente sensibilté
[139] [140] [141].

Avantage :

Peu couteux

Peut étre réalisé sur les souches isolées voir directement a partir des
hémocultures positives

Facile a mettre en place dans n'importe quel laboratoire (nécessite peu de
moyens : matériels et réactifs)

Sensible et spécifique (100%)

Rapide (< 2h) sur souches isolées

Excellence sensibilité et spécificité de détection de toutes les

carbapénémases

Inconvénient :

- nécessité de mettre au point la technique au laboratoire.
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A-1-3-c-lecture interprétative de I'antibiogramme :

L’interprétation phénotypique est devenue possible puis incontournable gréace
aux progreés considérables de la connaissance des mécanismes biochimiques de la
résistance des bactéries et des déterminismes génétiques impliqués [122] [114]
[121].

A titre d’exemple, la découverte de trés nombreuses enzymes d‘inactivation,
mécanisme principal de la résistance aux antibiotiques. La résolution de leur
structure et leur purification a permis d’en établir avec précision leur « spectre de
substrat ». Il s’agit du panel d’antibiotiques que ces enzymes sont capables
d‘hydrolyser in vitro, plus ou moins fortement, selon la sensibilité de la molécule a
I’enzyme. Des lors, leur détection chez une bactérie pathogéne se fera grace a
I’utilisation dans I’antibiogramme de la moléculela plus sensible du panel (marqueur
de résistance : exemple de I'utilisation de la kanamycine pour tester la sensibilité de
Staphylococcus sp a I’amikacine ou bien le nalidixate chez Haemophilus sp pour
dépister la résistance aux fluoroquinolones). Leur mode de production, constitutive
ou inductible, a permis de mettre au point des tests de facilitation de détection par
le placement judicieux des disques d’antibiotiques sur la gélose (inhibiteurs de
béta-lactamases et céphalosporines de 3e et 4e génération(C3G ou C4G),
érythromycine-clindamycine,...) [ 122][123] [124].

L’interprétation phénotypique ou lecture interprétative de I’'antibiogramme se
fait habituellement en trois étapes.

1. Pour chaque famille d’antibiotiques, on observe le résultat brut in vitro
obtenu pour un certain nombre de molécules judicieusement choisies, dont les
marqueurs (il n’est bien sOr pas possible de tester toutes les bétalactamines par

exemple). On obtient ainsi un phénotype de résistance, « observé ».
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2. De ce phénotype de résistance, on déduit un mécanisme biochimique de
résistance (attention aux associations de mécanismes dont sont capables les
bactéries et qui compliquent parfois singulierement cette étape) ainsi que son
déterminisme génétique.

3. Une fois le mécanisme élucidé, on en déduit toutes lesrésistances croisées
pour établir le panel de I’ensemble des molécules concernées par le mécanisme de
résistance incriminé.

On mesure la toute I'importance de la lecture interprétative. Elle permet
également d’envisager les résistances associées qui peuvent étre plus difficiles a
détecter (ex : méticillinorésistance et résistance aux fluoroquinolones pour le
staphylocoque). Cette interprétation phénotypique suppose, bien sOr, de bien
connaitre les résistances naturelles [125].

Souvent réalisée par le biologiste lui-méme pour les antibiogrammes par
diffusion, elle est, dans de nombreux automates de détermination de la sensibilité,
le résultat d’un systéme dit « expert » Ceux-ci mesurent en général des CMI par
micro-dilution en milieu liquide et les comparent a la concentration critique de
I’antibiotique en question.

Ce contrble de validation vise a :

Vérifier la cohérence germe/antibiogramme

Détecter les phénotypes de résistance impossibles

Détecter I’absence d’une résistance associée

A reconnaitre des phénotypes anormaux pouvant correspondre a de
nouvelles modalités de résistance.

A lancer I’alerte de présence de bactéries multirésistantes nosocomiales.
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A-1-3-d-Compte rendu d’analyse :

En complément du tableau de lecture interprétative, le microbiologiste doit
joindre un commentaire qui précise au clinicien les points suivants :

=>les résultats obtenus confirment [I'identification biochimique,
antigénique,..., de la bactérie considérée.

=>|"absence de résistance acquise pour la souche isolée dans le cadre des
seuls antibiotiques testés (nécessité de se référer au profil de résistance naturelle);

=>En cas de résistance acquise, préciser la ou les classe(s) d’antibiotique(s)
concerné(s) et si possible la nature du mécanisme de résistance acquis par la souche
isolée du patient.

=>Proposer le cas échéant: une détermination précise de CMI pour un (des)
antibiotique(s) testé(s); une recherche complémentaire de caractérisation du
mécanisme de résistance acquis.

=>avertir le clinicien sur le caractére multi résistant de la souche afin de

prendre les mesures d’hygiéne qui s’imposent.

A-1-3-e- avenir de I'antibiogramme :

L’antibiogramme par diffusion reste incontournable dans la découverte de
nouveaux mécanismes de résistance et dans la visualisation des interactions entre
antibiotiques indispensables a l'interprétation phénotypique et est suffisant dans
I’étude de la sensibilité des phénotypes sauvages.La mesure des CMIs dans certaines
situations critiques représente un complément décisif d’information a celles
obtenues par I’antibiogramme réalisé par diffusion en milieu gélosé. Il importe
cependant de connaitre les limites et les incertitudes pesant sur chacune de ces

deux approches, notamment, chaque fois qu’on est face a des bactéries exigeantes :

Neisseria, Haemophilus, ...
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Les CMIs permettent d’affiner un choix thérapeutique en choisissant des
molécules a plus faible CMI et qui sont tous interprétés «s ». Elles permettent
également d’inclure les notions de sélection de résistance dans ce choix si on fait un
choix contraire qui risque d’échouer. Elles autorisent en plus un suivi thérapeutique
indispensable aux ajustements posologiques [125].

L’extension de la résistance bactérienne entretient un besoin permanent
d’antibiogramme et son évolution. La réponse faite au clinicien pourrait évoluer vers
une réponse plus globale et plus interprétée avec identification de la résistance qui
permet de résumer I’ensemble des résultats en une combinaison de phénotypes
facilitant les échanges d’information dans le but d’améliorer les corrélations in vivo-
in vitrosans oublier le souci d’efficacité thérapeutique et d’efficience économique

[99].
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IV-  Détection de la résistance bactérienne par meéthodes

génotypigues :

A-introduction :

En se basant sur les méthodes conventionnelles de culture bactérienne, les
renseignements concernant la bactérie responsable et sa sensibilité aux
antibiotiques, peuvent mettre plusieurs jours avant d’étre disponibles. Dans la
majorité des cas, ces tests de sensibilité phénotypiques sont suffisants et leurs
performances progressent. A présent, des systémes automatisés identifient la
souche et fournissent un antibiogramme en quelques heures. Dans un proche
avenir, des méthodes génétiques d’identification se basant sur I’analyse des
séquences d’ADN pourront déterminer I’'agent infectieux et ses résistances en moins
d’une heure. Ces techniques dites de biologie moléculaire progressent et vont
conduire au développement et a I’application de nouvelles stratégies perfectionnées
pour I'analyse de la résistance bactérienne aux antibiotiques. En I’état actuel des
connaissances, les deux méthodes d’information sur les résistances bactériennes,
phénotypiques et génotypiques, sont complémentaires.

La détection des déterminants génétiques devrait permettre de contourner la
nécessité d’isolement bactérien et d’éviter la dépendance vis-a-vis des conditions
de culture. Par ailleurs, le risque lié a la culture de bactéries hautement virulentes
s’en trouvera alors réduit. L’avantage est aussi d’obtenir plus facilement des
résultats génotypiques sur des micro-organismes qui sont non cultivables,

difficilement cultivables ou a croissance lente (Ex : Mycobacterium tuberculosis).
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B-Tests d’Amplification des Acides Nucléiques (TAAN) par Polymerase

Chain Reaction (PCR) :

La PCR fut inventée par K. Mullis en 1983 et brevetée en 1985. Son principe
repose sur I'amplification génique en utilisant de I’ADN polymérase. Il s’agit d’'une
réplication in vitro de séquences spécifiques d’ADN [142]. Cette méthode permet de
générer a des dizaines de milliards d’exemplaires un fragment d’ADN particulier (la
séquence d’intérét ou ADN cible) a partir d’un extrait d’ADN (ADN matriciel). La
puissance de la PCR repose sur le fait que I'on peut donc amplifier des séquences
nucléotidiques a partir de quantités infinitésimales d’extrait d’ADN. La PCR est donc
une technique de purification ou de clonage. A la fin de la réaction terminée, la
quantité extrémement faible d’ADN matriciel contenue dans I’échantillon n’aura pas
varié. En revanche, la quantité de la ou des séquences amplifiées (’ADN d’intérét)
sera tres grande [143]

La PCR a connu un tournant décisif avec la découverte de I’ADN polymérase
thermostable chez une bactérie : thermophilus aquaticus, elle a permis d’envisager
des thermocycleurs ou sont programmables les différentes étapes de toute

amplification génique sans perdre I’activité de I’enzyme [144].
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Dans la majorité des laboratoires, la technique PCR reste la plus utilisée. La
plupart des tests de sensibilité génotypiques ont été développés sur des
combinaisons bactérie-antibiotique pour lesquelles les bases génétiques de la
résistance se limitent a une seule ou quelques anomalies génétiques bien
caractérisées.

Exemple : Détection génotypique des résistances chez Staphylococcus

aureus :

Un exemple d’application de la technique PCR est la détection du géne mecA
pour les staphylocoques. Une détection rapide et fiable de la résistance a la
méthicilline des staphylocoques dorés a partir des tests de sensibilité sur isolat
obtenu par culture n’est pas sans poser des problémes.

L’expression de la méthicillino résistance peut étre hétérogéene et dépendante
des conditions de réalisation de la culture. Les techniques phénotypiques peuvent
alors surestimer ou sous-estimer la fréquence ou le niveau de résistance. Or, toutes
les souches de staphylocoques dorés résistants a la méthicilline produisent une
protéine liant la pénicilline (PLP2a) dont le géne chromosomique est mec [145]. Ce
géne n’est pas présent dans les souches sensibles a la méthicilline. Par conséquent,
la détection génotypique du géne mecA est devenue le test référence pour la
détection et la confirmation de la résistance a la méthicilline. [146][147].

Plusieurs études ont montré une excellente corrélation entre la détection par
PCR du géne mecA et les résultats obtenus par test de sensibilité en microdilution.
La méthode PCR permet aussi de mieux différencier entre staphylococcus aureus de
haute résistance et de résistance intermédiaire [147]. La PCR peut détecter des
séquences de gene mecA a partir de prélevements biologiques de pratique courante

et directement a partir des flacons d’hémocultures [148] [149]. Cependant, cette

détection nécessite une interprétation appropriée car elle peut correspondre a un
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staphylocoque coagulase négatif, de plus que la présence de variantes de géne mec
peut faussement négativer la réaction. Ces faux négatifs peuvent étre le fait de
mutations du géne mecA ou I’existence de genes proches, mais différents, conférant
la méticillinorésistance [150].

Ce rapport sur Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (MRSA) codant
pour un gene « mecA » divergent était hautement significatif. Ce géne homologue,
désigné par mecC, pose des problemes diagnostiques avec la possibilité d'étre
diagnostiqué a tort comme S. aureus sensible a la méthicilline, avec des
conséquences potentielles importantes pour les patients individuels et pour la
surveillance du SARM [119]. Inversement, il existe des souches porteuses du géne
mecA mais phénotypiguement sensibles sur antibiogramme (souches OS-MRSA)
[151] [152].La décision dans ces cas est en faveur des tests génétiques.

Actuellement, les recommandations en matiere de détection moléculaire de
résistances importantes chez les Staphylocoques sont établies par ’'EUCAST 2017,
qui note que la détection génotypique des genes mecA et mecC par PCR doit étre

entreprise [153] [120].
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C-Hybridation sur puces:

Dans cette étude, nous évaluons pour la premiere fois le test Sepsis Flow Chip,
qui est un nouveau test diagnostique pour la détection rapide simultanée de la
grande majorité des pathogénes sanguins, y compris les bactéries Gram-positives et
Gram-négatives et les champignons, dans le méme dosage, et pour la détection des
genes de résistance aux antibiotiques les plus courants.

Le test SFC est basé sur une amplification PCR multiplex utilisant des amorces
biotinylées suivie d'une hybridation inverse automatique dans des membranes
contenant des sondes spécifiques pour détecter les pathogénes les plus importants
associés aux infections sanguines et les déterminants de résistance génétique les
plus importants dans ces microorganismes. Les signaux positifs sont visualisés via
une réaction immunoenzymatique colorimétrique dans une membrane a puce
(Figure 24) par la plateforme d'hybridation HS24. La plate-forme d'hybridation HS24
possede une caméra intégrée qui capture l'image de la puce puis est analysée dans
la plate-forme par le logiciel hybrisoft qui identifie le motif de points qui apparait
sur la membrane. Chaque motif de points est associé a un micro-organisme et les
déterminants de la résistance génétique et le logiciel hybrisoft fournit a I'utilisateur
un résultat. Le test SFC détecte les principaux déterminants de la résistance
génétique impliqués dans la résistance a la méthicilline et a la vancomycine chez les
pathogenes a Gram positif et les déterminants liés aux mécanismes de résistance
aux R-lactamines tels que les BLSE et la production de carbapénémases chez les
bactéries Gram négatif (Tableau 6). Le test est réalisé directement a partir d'une
hémoculture positive en utilisant un volume minimum (10 ul). Cette nouvelle
méthode semble trés prometteuse en combinant le nombre élevé de pathogenes
distincts et de déterminants de la résistance génétique identifiés dans un seul essai.

Des recherches supplémentaires devraient étre menées pour évaluer l'utilité de ce
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test en association avec des groupes cliniques multidisciplinaires (intendance), afin
que les résultats soient appliqués de maniére appropriée a la gestion des processus

infectieux des patients [158].

Figure 28 : Souche productrice de A. baumannii carbapenemase multi-résistante

aux médicaments analysée par dosage SFC.

[Source : https://doi.org/10.1371/journal.pone.0177627.g001]

Toutes les sondes cibles sont en double sur la matrice et un résultat est considéré
comme positif si les deux signaux sont détectés.

Sondes positives détectées: contréle de la biotine (BC), contrdle interne (IC), A.
baumannii (ABAU), blaOXA-23 (OXA23) et blaOXA-51 (OXA51).

L'image est agrandie x10 en ce qui concerne la taille réelle de la puce
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Tableau 6 : les principaux déterminants de la résistance génétigue impliqués dans la

résistance a la méthicilline et a la vancomycine chez les pathogénes a Gram positif

et les déterminants liés aux mécanismes de résistance des BLSE et la production de

carbapénémases chez les bactéries Gram négatif

Pathogen Identification Genetic Resistance Determinants
Gram-positive Bacteria -

Stroptococcus pnourmoniae

Streptococcus agalactiae -

Streptococecus spp. -

Staphylococcus aurcus mecA
Staphylococous spp.

Enterococcus spo. vandB

{istaria manocyiogenss -

Gram-negative Bacteria

Stenotraphomonas HIaCTX, blaSHY, biaSME, BlakPC, biaNMCAMI, HaGES, blatMP, blaGi,
maitophifia blaViM, BiaSPM, blaSiM, blaNDM, blaOXA-23, blaOXA-24, hlaOXA-48,
Serratia marcescens BaOXA-51 and blaOXA-58
Escharichia coli

Kiehsiela pnewmoniae

Morganalia morganii

Protous spp.

Enterabacteriacaeae

Acinetobaclar batwmannii

FPseudomonas asruginosa

Meissena meringitiois

Fungi

Candida albicans -

ldentification panel of SFC assay including gram-positive, gram-negative and fungi pathogens. Genetic
resistance determinants identification include the main mechanisms for gram-positive pathogens and the
main ESBL and carbapenemaseas in gram-negative pathogens,

nitpszidoi.org 101237 Joumal. pone 01 77627 1001
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D-Le séquencaqge partiel ou total de genes :

L'avénement des méthodes de séquencage d'’ADN de nouvelle génération a
déclenché une nouvelle ere dans la caractérisation moléculaire des écosystémes
environnementaux. Le principal avantage de ces méthodes est qu'elles contournent
la PCR et donc, a priori, le besoin de sélectionner des cibles génétiques, telles que
des ARGs (Antibiotic Resistance Genes) spécifiques et des éléments génétiques
mobiles. Les génomes mélangés dans un échantillon donné (métagénomes) peuvent
étre séguencés en une seule étape (par exemple, en donnant 10 a 1000 Gb de
séquences d'ADN dans une seule voie au séquenceur HiSeq 2500 Illlumina™). Les
genes de résistance aux antibiotiques ou autres cibles d'intérét (Plasmides,
transposons, facteurs de virulence, ...) peuvent ensuite étre détectés et quantifiés en
cherchant dans des bases de données en ligne a l'aide d'outils publics tels que MG-
RAST (Metagenomics Rapid Annotation using Subsystem Technology) [159], la base
de données intégrée sur le génome microbien (IMG) [160] ou la base de données

compléte sur la résistance aux antibiotiques (CARD) [161] [156].

E- La confrontation phénotypique et génotypique : une adaptation

nécessaire a lI’'interprétation des résultats :

Les techniques de biologie moléculaire ont démontré leur utilité pour
confirmer des résistances bactériennes sur des germes isolés en laboratoire et pour
détecter des résistances sur divers prélevements en contexte clinique [154] [155].
ainsi que dans I’environnement [156] ou chez I’animal [157].

Le premier avantage des tests de sensibilité par analyse génétique est de
pouvoir étre réalisé directement sur les prélevements biologiques, en évitant

Iisolement préalable du germe en culture.
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Cette stratégie opérationnelle est particulierement importante si on considére
le pronostic vital des infections sévéres telles que les méningites, les bactériémies
ou toute infection nécessitant des traitements antibiotiques prolongés comme les
endocardites ou les ostéites ; dans d’autres cas, lorsque les bactéries ont une
croissance lente, les génotypes peuvent permettre une identification dans des délais
plus courts que les déterminations de phénotype ; et pour certains microbes non
cultivables ou difficilement cultivables, seuls les génotypes peuvent étre
discriminants.

Cependant, dans certaines circonstances, les tests génotypiques sont moins
utiles que les tests de sensibilité phénotypique conventionnels. lls peuvent manquer
de sensibilité lorsque plusieurs germes sont présents dans le prélevement et I’on ne
peut chercher que «les cibles » qu’on connait et dont on dispose de réactifs
correspondant. Toute nouveauté chez les bactéries restera mystérieuse le temps
qu’elle pose probléme, qu’on la cherche et qu’on l’identifie. Ce n’est qu’aprés tout
ce travail de recherche fondamentale que des réactifs adaptés peuvent étre élaborés.
Différentes analyses sont nécessaires pour chaque antibiotique testé car les divers
antibiotiques peuvent étre associés a une multitude de genes cibles ou a un large
panel de mutations. En outre, certains antibiotiques ne disposent pas de tests

génétiques de résistance correspondants.
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V-Limites et Perspectives

La résistance bactérienne aux antibiotiques (RBAB) est un sujet préoccupant
sur le plan de la prise en charge des infections bactériennes en ville, mais surtout a
I’hépital dans tous les pays du monde. Etudier cette résistance sur antibiogrammes
ou a I’échelle physicochimique ou moléculaire est trés vaste et difficile, nécessitant
un effort multidisciplinaire : sciences fondamentales, centres de références, unités
de recherche, laboratoires fabricants de réactifs et d’appareils de diagnostic,
secteurs de [I’agroalimentaire, domaine vétérinaire, ..., pour donner au
microbiologiste médical un protocole opératoire de mise en évidence des
résistances, dont il mettra les résultats a la disposition des médecins traitants pour
une meilleur prise en charge des patients.

Les techniques phénotypiques de mise en évidence de la RBAB sont
recommandées par toutes les sociétés savantes, mais elles ne sont pas toujours
faciles a réaliser ni a interpréter. Le fait qu’elles soient basées sur la culture
garantissent la disponibilité de la souche pour de plus amples tests, mais retardela
réponse a donner au clinicien, d’autant plus vrai que la bactérie est fastidieuse
(Mycobacterium tuberculosis complex), ou anaérobies, Neisseria pathogénes,
Dans d’autres cas, la culture est impossible ou difficile (Tréponémes, Mycobacterium
leprae, Chlamydiae, Rickettsies, Mycoplasmes, ...) empéchant I'application de ces
méthodes classiques. C'est la tout l'intérét des méthodes s’affranchissant de la
culture : biologie moléculaires (mise en évidence d’acides nucléiques) et les
techniques physicochimiques basées sur la spectrométrie de masse.

Ces nouvelles approches ont révolutionnéle diagnostic bactériologique
(identification rapide de bactéries dans les prélevements cliniques et mise en
évidence des résistances bactériennes). Elles associent une rapidité tellement utile et

une fiabilité assurées par I'automatisme et I'analyse basée sur des systémes
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« expert » informatiques garantissant la rapidité, la précision et I’objectivité. Le vrai
challenge pour nousest de disposer d’'un budget permettant d’investir dans I’achat
du matériel, des équipement et des réactifs nécessaires a leur mise en ceuvre, d’une
part ; avoir du personnel suffisant et qualifié pour réaliser au quotidien ces
nouvelles techniques, d’autre part.Enfin, s’inscrire dans un cadre national et
international de d’assurance qualité pérenne.

Dans ce travail de thése, nous avons fait une mise au point sur le sujet de la
RBAB. Il est certain gu’il existe plusieurs angles de vue et plusieurs points d’abord.
Nous avons choisi de faire des rappels sur les antibiotiques et leur mécanismes
d’action ; sur les mécanismes biochimiques et les déterminismes génétiques de la
RBAB. Le domaine est tellement vaste gu’il est impossible de tout invoquer. Nous
avons donc fait un choix, celui de rapporter les résistances les plus fréquentes dans
notre région, a savoir : les bétalactamase a spectre étendu (BLSE) fréquemment
exprimées par les Entérobactéries (51% des BMR a I’hopital militaire Moulay Ismail
de Meknes), la résistance a la meéticilline chez Staphylococcus aureus (15%),
résistance aux carbapénémes (11% uniquement par les Entérobactéries). Précisons
que Acinetobacter baumannii et Pseudomonas aeruginosa(l5% associés) sont
concernés par ces résistances (BLSE et/ou carbapénémases) et par les
céphalosporinases (AmpC) hyperproduites ou par des problemes de perméabilité. Ce
qui fait que la majorité des BMR de notre région sont concernés par ces rappels.
Coté antibiotiques, il faut noter que seules les bétalactamines sont les plus
concernées par l'analyse des phénotypes et les tests complémentaires a
I’antibiogramme des disques. Ce n’est pas le cas des autres classes ou familles
(Fluoroquinolones, Aminoglycosides, Macrolides et apparentés, Glycopeptides, ...).

C’est pour cela que nous n’avons pas rapporté les techniques concernant ces
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molécules, les tests correspondants sont toutefois mentionnés dans les
recommandations annuelles de ’lEUCAST.

Les techniques classiques d’antibiogramme de diffusion sur gélose sont
pratiquées dans nos laboratoires, mais les déterminations de CMI et, a moindre
mesure, les CMB sont trés peu appréhendées sauf si I’on est équipé en automates
d’identification et d’antibiogramme (cas du Laboratoire Central de Microbiologie et
de sérologie du CHU Hassan Il de Fés). En matiére de Biologie moléculaire, mis a part
quelques tests d’identification (Ex : Mycobacterium tuberculosis complex), nous ne
sommes pas encore inscrits dans la détection de la RBAB par des méthodes ne se
basant pas sur la culture.

C’est une perspective d’avenir tres proche vu leur apport crucial et indéniable
dans la prise en charge précoce des patients souffrant d’infections; et vu la
nécessité et I'obligation pour nos laboratoire d’évoluer et de se développer pour
répondre aux besoins cliniciens purs et aux attentes en matiere de formation de nos

stagiaires, internes ou résidents en biologie médicale.
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CONCLUSION
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Les antibiotiques sont cruciaux dans les soins de santé humains. lls sont
utilisés dans le traitement des maladies infectieuses bactériennes et en prophylaxie
des interventions chirurgicales. Les antibiotiques sont également largement utilisés
dans les traitements vétérinaires du bétail et des animaux domestiques et comme
stimulateurs de croissance en aquaculture. La production et consommation
mondiales d'antibiotiques a usage humain est évaluée a 40 milliards de dollars par
an et est en augmentation.

Toutefois, deux problématiques viennent assombrir I’avenir de I’humanité :

1) Le tarissement de la recherche et de la commercialisation de nouveaux
antibiotiques parceque les grandes firmes prétendent n’en tirer pas de profits et que
les infections sont des maladies des pauvres et la durée des traitements courte par
rapport a d’autres secteurs plus juteux.

2) La résistance bactérienne aux antibiotiques qui accentue les craintes des
firmes pharmaceutiques (quand a I'impact négatif sur le retour d’investissement) et
fait planer sur I’lhumanité la menace de ne plus pouvoir traiter certaines infections,
tres fréguentes dans les établissements de soins de par le monde.

La communauté mondiale dispose de suffisamment d'outils et de
connaissances pour gérer efficacement la résistance aux antimicrobiens et ainsi
parvenir a un monde plus sOr et plus sain pour tous. Dans cette optique s’inscrit le
réle du laboratoire de bactériologie qui intervient dans ce domaine a différents
niveaux :

1) Niveau 1 : diagnostic des infections : (Examen direct (ED) et/ou sérologie).
Cela permet une prise en charge thérapeutique probablement efficace ; mais cette
approche est insuffisante.

2) Niveau 2 : diagnostic complet des infections bactériennes (ED, culture, tests

de sensibilité ou antibiogramme). Dans ce cas, le traitement probabiliste des 2 ou 3
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premiers jours, sera adapté en fonction du profil de résistance de la souche
impliquée, sauf dans des situations d’impasse

3) Niveau 3 : associer a ces méthodes classiques, les techniques nouvelles dites
de biologie moléculaires : Hybridation, Amplification génique (ADN ou ARN),
séqguencage, ... Leur intérét est évident: rapidité, spécificité, sensibilité,
cependant, elles exigent un investissement colossal (matériel, savoir-faire, locaux,
réactifs, contrbles de qualité, mises a jour ...) et ne permettent pas de disposer de la
souche responsable de I'infection.

L’idéal est de disposer des moyens classiques et de certains équipements

modernes et s’inscrire dans un cadre national, voire international, de collaboration,

de pbles d’excellence et d’assurance qualité.
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RESUMES:
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RESUME:

Titre : résistance bactérienne : mécanismes et méthodes de détection au
laboratoire.

Auteur : HAJAR HNICH

Mots clés : Antibiotique- Résistance bactérienne - Mécanismes —-Méthodes de
détection-Antibiogramme.

Les antibiotiques sont considérés comme une révolution de la médecine
humaine du 20 éme siécle, et dés leur introduction dans le traitement des maladies
infectieuses, on a assisté a une émergence, de la part des bactéries, des moyens de
résister a ces traitements. Cette résistance est un phénomeéne naturel, mais qui est
accéléré par [Il'usage intempestif des antibiotiques chez I’homme et en
agroalimentaire.

La situation actuelle est que la résistance bactérienne est un probléeme de
santé publique dans tous les pays. Des situations d’impasse thérapeutique ne sont
pas exceptionnelles notamment dans les établissements de santé ou des bactéries
comme Acinetobacterbaumanni, Pseudomonas aéroginosa, entérobactéries
productrices des betalactamases et staphylococcus auréusresistant a la méthicilline,
sont a I’origine de I’exces de la morbi-mortalité.

Le Maroc doit encore faire des efforts en matiere de connaissance et des
mesures a prendre au quotidien pour juguler ce phénoméne et préserver I’activité
des antibiotiques.

Par conséquent, nous avons jugé qu’il est important de rappeler cette
problématique par une revue sur les antibiotiques, leurs modes d’action et les
mécanismes de résistance ainsi que les moyens déployés par les microbiologistes
pour les mettre en évidence. Le but essentiel est une bonne prise en charge des
patients et la participation de tous les acteurs de santé a la lutte contre les bactéries

multi résistants dans notre pays.
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Abstract:

Title: bacterial resistance: mechanisms and detection methods in the
laboratory.

Author: HAJAR HNICH

Key words: Antibiotic - Bacterial resistance - Mechanisms - Detection
methods-antibiogramm.

Antibiotics are considered as the revolution of medicine in the 20th century,
and as soon as they were introduced to the treatment of infectious diseases,
bacteria have developed means of resistance to these treatments. This resistance is
a natural phenomenon, but it is accelerated by anarchic use of antibiotics.

The current situation is that bacterial resistance is a public health problem in
all countries. Therapeutic stalemate situations are not exceptional, especially in
health care institutions, or bacteriasuch as Acinetobacterbaumanni, Pseudomonas
aeroginosa, betalactamase-producingentericbacteria and methicillin-resistant
Staphylococcus aureus are at the origin of excess morbidity, mortality.

Morocco still has to make efforts in terms of knowledge and daily measures to
curb this phenomenon and preserve the activity of antibiotics.

Therefore, we saw that it is important to recall this issue through a review of
antibiotics, their modes of action, resistance mechanisms and the means deployed
by microbiologists to detect them. The main goal is a good care of patients and the
participation of all health actors in the fight against multi-resistant bacteria in our

country.
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Annexel : Tableau 7 les antibiotigues inhibant la synthése de la paroi bactérienne :

L’ antibiotique Str_u_c_ture Spectre d' action | ndications thérapeutigue Effets secondaires . %}
chimigue indications
Ces antibiotiques se caractérisent par un -les réactions précoces
spectre étroit: (dans les minutes qui
» lapénicilline G couvre suivent I'administration).
- les coques a Gram (+) ou (-) Elles sont de type
- lesbacilles a Gram (+) - lesinfections de la sphere ORL | anaphylactique et sont
Les - les anaérobies (angines a streptocoques) liées alaproduction
pénicillines - les spirochétes et, aforte dose, - les - les pneumonies & d'gE. Ellesincluent des | -Les
Pénicillines L'acide 6-amino | entérocoques pPNEUMOCOQUES OU a germes manifestationstelles que | pénicillines
sensblesaux | pénicillinique - Listeria et Haemophilus anaérobies I'érytheme, I'urticaire, la | sont contre-
pénicillinases | estlenoyaude | P lapénicillineV aun spectre plus étroit - les méningites a rhinite, le indiquées en
base des encore: méningocoques ou a bronchospasme, casdadlergie
pénicillines. - coques a Gram (+) pneumocoques I'hypotension, le choc. connue
- bacillesa Gram (+) -traitement des infections a -les réactions retardées
- anaérobies germes Gram (+) (dans les heures qui
P Lapénicilline G et, dans une moindre producteurs de f-lactamases. suivent I'administration).
mesure, lapénicilline V, restent le Elles résultent de la
traitement de choix des infections a germes circulation de
Gram (+) non producteurs de 3-lactamases complexesimmuns
(streptocoques, Neisseria meningitidis) mettant en jeu les IgE et
de I’ activation du
complément. Elles
produisent des effets du
méme type, mais he
conduisent pas au
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lacrawases

Aminopdnicillinas

-Laur spactys demerre ospendant Swpssi
atooit que calwi da 1a pamdicilline G

-En monothérapia, las pamicillinas
razistamtes guw Blactames

zont indiquas dams las staphvloonociss
dzla peaw, des muguenss: of dala
sphars ORL.

-Ell=z zont azalsment indiguass pour s
traitement das staphvlocsocizs plus
gravas {par sxempls, pulmonsirss ou
ostec-articulaitss), des sapticamiss ot
das endipcarditss,

paifnds an association avec O Suies
antibdotiques {glycopaptida,
rifampicins,

aminoelyoosida)

-l'snzambla daz pasrmas cpwverts parla
panicilline G {allas sont mamea plus actives
s Hosmophilus, Listeria, las
anternoogEas)

-cartsines espaczs d'antarobactaries
{zzzentiallement sur los sspaces Escherichia
colf, Proteus mirabilis, Saimoneila ot
Shigeila =pp)

-las infactions OFL & straptoonquas
-los infaction:s wrinsisss ou bilisire: a
Gram {-) samiiblas

-laz infactions espiratodrss,
principalement 3 Hosmophilur ot a
Gram {-),

aventisllsment an associstion avac um
macrolids ou un amineglyonsida,
swivant l2 germe an cansa,

-lsz maningitss (sltsmative 2 la
panicilline &)

-laz septicamiss 3 garmes semsibles {=n
asEooiation avel Ul AminoElyoosids).

Mile. HNICH Hajar

142




La résistance bactérienne : mécanismes et méthodes de detection au laboratoire

Theése N° :272/17

#Laur zpactra et raduit du oot2 das Gram
{=), en particulior, vis-g-vis das
antarpongues mais alare du cote das Goam

).

Enraxizon da leur largs spactrs, oo
antibiotiques pauvant CoNVemir Su
traitement des infactions ssverss 2 Goam
{-), ot potamment calles 3 Pasudomonss
{zamf

latemocilling). Pour sszaver d'obtenis
uneplus grands sficacita cliniqus at
ayitar

l'smarganca da resistanca, on lenr
asznciers volontiers un aminoglyooside.

Amidinopanicillinas

Leur spactre d'action inclut: - las
entarobactaries (dont E. colf at
KElebsisila)

Elle: zont en revanche inactives suf :
- 1oz amasrobiss

-laz oogquas

- Haemophilus

-Ca zpactra aszey raduit limits lepr
tzazs tharapautique zux infaction:
ufinzirss 3 gamas sansiblas,
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Les
cephalosporines

- 1un spectredlarsi vers las bactdriss 4 Gram
{-). en particulisr Prorsus et Entoro bactsy.
Elles sont ssalsment bi=n actives

sur Hasmophilus inffTusncas et sur las
sonocoguas. Enfin la eéfoxitine presanta
unse activité modsrés sur las anasrobiss, dont
Bactero ides fragilis.

= des otites ou simsites & Haswmeopinius
P des infections broncho-pulmonsires 4
Grram {+), Hasmaphilus ou Elsbrisila

= deas infactions urinsires compligusées 4
sntérobactari=ss

b= des infections ostéo-articulsires

b= das septicémies {enassociation aun
aminoglvcosids).

= Cartaines caphalosporines d=a37
ggnération sont moins actives gua las
molsculss das générations antérisures s1r l=s
Gram {+), notarmment las straptocoguas

at pnsurmocoques Par contra allas somt
actives a4 des concentrations tras faiblas sur
les entérobactériss. D= mames, slles sonttrés
actives surHaswmgphilus et Neisrsria.
Freudomonar asruginosa entredans la
spactra da la cafta=iditne atd= 1la
cafsulodina

~traitement d==s

infections sévéres & Gram {-) et reastent an.
principe actives surdes gsrmes
multirssistarts.

- colite pssud omeambmnsn sa
par surinfection a Closorid iur
Aifficile {surtout powr la
cafopérazons]).

- pour las dérivés porteins dim
radical N-meathel
thiométhwltatra=zola
{latamoxs=£

ciéfamandole, céfopém=ons,
cafotstan), effet " Antabriss =
2t hxpoprothrombindrmia lids
soit 4 uns diminution d=
swvnthéss de factswnws da la
coagulation vitarmine K-
dependamts,

soit 4 une destrnwtion ds la
flors intsstinals responsabls
dala svnthéasas da vitarnine B
Clzci proserit lanrutilisation
an particulier en prophvlaxis
chirurgicals cuan décours
d’uns intervention de=
chirureis vasoulsirs situations
damns lasgusalles "usass
d'anticoasulants de tvps anti
witammine K st fréquamment
préconisss.

L=x = prasentant uns borme activits surlss ~traiterment das I == cephalosporines paarvant BIis apartls
céphalosporin | cogues & Gram{+), exception faits des infections seraves 4 Gram{+) sensibles. --En | favoriser 'apparitiondums cas dallsrsis,
25 ont pour sntérocoqueas. pratigue, l=s formesa nsaps oral thrombophlabite au site las
noyan #=-Ellzs possadent uns activits limités sur {cefadroxyl, céfalexine]) représemteront das d'injection. cephalosporin
commun cartainas aspacas da bacilles Gram {-) tals altermatives a 'ampicilline 2t 'amoxicilline. Clazrtainss cephal osporinas as présant=nt
lacid= 7- gus Leas formes Ausass parantéral seront souvant | présentemt en outrs des sffets une trés borms
ESREramnon | gmino Eocherichia coli, Elebricslia preswnonias, limitées 4 'usase an prophylaxia sacondsires particulisrs: s&curits
cephalosporan | Protews mirabilis. - toxicité rénala pourla d'=mplei.
igqua. caefaloridine

-couvrant las Gram {-}, v compris
Preudomonas asruginesa, maisaussi las
Gram {+).

LIres HATLL W TUeS S LT S5es] LH FiesS :‘hl_h'_"ﬁ_' i e S L
résistantes aicc céphsalo sporinss d= 37
ssnsration

alles pourmisnt remplacer las
caphalosporinas de 3° géanamtion pourla

traiternent des infactions & germes résistmnts.

-Leur atout majsur par rapport aux
c2phalosporines da 3° génémtion
{(notammeant la ceftazidims) rests cepandart
laur spactra plus larss sur las Gmam {+)
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L’ antibiotigue | Structurechimigue Spectre d action | ndications thérapeutigue Effets secondaires Contre
indications
-Les effets secondaires | es plus courants sont
des troubles digestifs (nausées et
P Les carbapénémes présentent des | -infections vomissements). |Is peuvent toutefois étre L'insuffisance

Les carbapénémes valeurs de CMI trés basses vis-avis | nosocomiales (surtout poly réduits par une perfusion lente. rénaejustifieun
dérivent dela de lamajorité des Gram (+), des microbiennes) séveres (infections -Des convulsions peuvent aussi étre gjustement de la
thiénamycine. Gram (-) [al'exception de certaines | urinaires, respiratoires, observées chez des patients présentant des posologie du
Les especes spécifiques (par exemple, gynécol ogiques, des articulations et Iésions au hiveau du SNC ou une fonction médicament
carbapénémes Senotrophomonas maltophilia)] et | desos). rénale trés déficiente. Cet effet est moins

des anaérobies, y comprislaquasi- important pour le méropeneme (études

totalité animales).

des souches productrices de B- -Une hypersensibilité doit étre redoutée chez

lactamases. les patients allergiques aux autres [3-lactames

(allergie croisée dans 50% des cas).
-Etant donné quele
Les monobactames » Les monobactames sont inactifs | -le traitement des -L'aztréonam présente une bonne sécurité médicament est
sont des B-lactames sur les Gram (+) et les anagrobies. infections graves a Gram (-) chezles | d'emploi. En principe, il n'y pas de résistance | éliminé par les
monocycliques. Par contre, ils sont trés actifs sur les | patients alergiques aux 3-lactames croisée avec les autres p-lactames. reins, un gustement
monobactames entérobactéries et Pseudomonas OU ne pouvant recevoir dela
aeruginosa. d'aminoglycosides (insuffisants posologie simpose
rénaux). chez lesinsuffisants
rénaux.
-Les glycopeptides sont -Lavancomycine induit plus fréquemment
des molécules > Les glycopeptides ne sont actifs - endocardite et septicémie des effets secondaires que lateicoplanine.
complexes, constituées | que sur les Gram (+). - infections sévéres destissus mous et | Elle est responsable de néphro- ou Encas
d'un ostéoarthrite d'ototoxicité modérée, surtout lorsquelleest | dinsuffisance
heptapeptide cyclique - méningite (post-neurochirurgicale administrée avec un autre médicament rénale, des taux
sur lequel viennent se ou en cas de présence d' un shunt de néphro- ou ototoxique respectivement. toxiques de
alycopeptides greffer des sucres dérivation -Une phlébite au site d'injection est vancomycine

(mannose et venticulo-péritonéal infecté) fréquente, ou une hypotension et la peuvent

glucosamine dans la
teicoplanine; glucose et
vancosamine dans la
vancomycine).

- colite pseudo-membraneuse a
Clostridium difficile (I'usage oral des
glycopeptides est

cependant remis en question)

libération d'histamine pour lavancomycine
uniguement (donnant nai ssance au syndrome
dit de "I'nomme rougge™) en cas de perfusion
trop rapide (< 30 min).

facilement étre
atteintssi I'on ne
prend pasla
précaution de
réduire le dosage.
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Annexe?2 :Tableau8 les antibiotigues agissant au niveau des acides nucléiques

L’ antibiotique

Structure chimigue

Spectre d’ action

[ ndications thérapeutigues

Effets secondaires

Contreindications

Les fluoroquinolones | Les  fluoroquinolones | traitement des Les fluoroquinolones peuvent | En  raison de leur
actuelles dérivent | sont des antibiotiques a | infections ne répondant pas a | induire capacité a se lier aux
dacides carboxyliques | large spectre. d'autres antibiotiques ou celles ou | - des troubles digestifs ou | cartilages, les
hétérocycliques leurs propriétés hépatiques fluoroquinolones sont
diversement substitués. pharmacocinétiques sont | - une atteinte du systéme | contre-indiquées chez
. essentielles, nerveux centra |les femmes enceintes et
Quinolones dans la mesure ou c'est leur usage | - unetoxicitérénale les enfants.

large qui favorise le développement | - une phototoxicité,

des résistances. En outre, les fluoroquinolones

Aing, l'utilisation trés répandue de | se lient irréversiblement et

ces antibiotiques dans le traitement | peuvent causer des

desinfections dtérations  au cartilage

banales des voies urinaires devraient | (arthralgie).

étre évitées.

Les sulfamidés sont des | Les sulfamidés sont | Le traitement dinfections non | Les sulfamidés ont pour effet | patients souffrant
sulfamides | dérivés de I'acide para- | actifs sur la plupart des | compliquées des voies urinaires, des | secondaire le plus redoutable | dinsuffisance rénale ou
| aminobenzene coques a Gram (+) et (- | voiesrespiratoires I'induction de réactions hépatique, ou de

sulfonique, ) hautes, ou encore, des voies | toxialergiques troubles

digestives. hématologiques. Elles
ne peuvent étre
administrées pendant la
grossesse ou
I'all aitement.

['addition d'un | -bactéries anaérobies, - | Les nitro-imidazoles sont indiqués | Les nitroimidazoles induisent | Les nitroimidazoles

subgtituant  nitro  en | quelques especes | dans le traitement des infections rarement des troubles | doivent étre évités au

position 5 confére a ces | microaérophiles, et | Anaérobies. neurol ogiques cours de l'alaitement,

molécules I'activité | certains  protozoaires (paresthésies, neuropathies | car ils passent dans le

antibactérienne  ciblée | anaérobies périphériques, lait  maternel.  Par

Nitro- spécifi_quement sur les (Tri.cho_monas enf:éphalopathies, crises contre, des  études

LT, bactéries anaérobies. vaginalis, Entamoeba épileptiques) et des troubles | cliniques ont documenté
Imidazoles histolytica, Gardia hématol ogiques leur

lamblia). (agranulocytose). securité demploi

pendant la grossesse.
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Annexe3 : Tableau9 les antibiotigues agissant sur la synthése protéigue :

antibiotigue Structure chimigue Spectre d’ action I ndications thérapeutigues Effets secondaires Contre-indications
Les macrolides sont congtitués | Les macrolides ont un spectre | traitement de choix des | les macrolides | les  macrolides ne
par un macrocycle porteur dune | orienté principalement vers les | infections pulmonaires | provoguent peuvent étre utilisés
fonction Gram (+),cocci (Staphylococcus et | atypiques réguliérement (surtout chez les insuffisants
Lactone. Sireptococcus) et bacilles | traitement des infections | I'érythromycine) une | hépatiques.
(Corynebacterium, suivantes : intolérance digestive. L'érythromycine  est
Listeria,Clostridium). - infections respiratoires : contre-indiquée  chez
macrolides - pharyngite a Streptocoques les patients recevant de
chez les patients allergiques I'ergotamine, de la
aux f-lactames digoxine ou de la
- coqueluche, diphtérie... terfénadine.
traitement des infections a | Les lincosamides | La dose de lincomycine
Les lincosamides, sont Gram (+) del'os, delapeau et | peuvent causer une | administrée, mais pas
lincosamides | constitués d'un acide des tissus mous. diarrhée en | celle de clindamycine,
hygriquealkylé en position 4 et | Les lincosamides couvrent | La clindamycine, plus active | déséquilibrant laflore doit ére réduite chez
substitué via une fonction amide | principalement les Gram (+) et les | sur les anaérobies, est | intestinde par leur | lesinsuffisants rénaux.
par un groupement 6-amino- | anaérobies. préférée pour traiter lesabeés. | activité anti-anaérabie.
thio-octo-pyrannoside.
Les synergistines sont des -traitement de choix des|Les synergistines sont
antibiotiques apparentés aux | - les Gram (+): staphylocoques, | staphylococcies trés bien tolérées. Elles
macrolides, qui streptocoques, pneumocoques, | -traitement des infections a | causent rarement des
présentent la particularité d'étre | corynebactéries, streptocoques. troubles digestifs
synergistines | formés  dune  paire  de | Listeria -prophylaxie ou le traitement | mineurs.
constituants synergiques. - des Gram (-): méningocoques, | des infections a germes
gonocoques, Legiondlla, | anagrobies
Chlamydia, Haemophilus
- les mycoplasmes
- les anaérobies
structure de base commune | Les aminoglycosides sont surtout | le traitement des -un  blocage neuro-
aminosides | comporte un  aminocyclitol, | actifssur les Gram (-), dont les infections sévéres a Gram (-) | musculaire lors d'une

auqud se lient par des ponts
glycosidiques 2
exceptionnellement 3) oses

(ou

entérobactéries et Pseudomonas
aeruginosa

en milieu hospitalier. Celles-
Ci peuvent inclure
Pseudomonas

injection trop rapide
-Toxicitérénade
-Toxicité auditive
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-méningites, abces cérébraux

-une myélosuppression

traitement des pneumonies
atypiques,
delasyphilis et des amibiases

Les phénicolés sont des dérivés | - les coquesa Gram (+) ou (-), (usage exceptionnel, réversible qui ne
de l'acide dichloroacétique, | - lesbacillesa Gram (+), - fievre thyphoide | touche généralement
phénicolés | porteurs auss - certains bacilles & Gram (-) dont | (Salmonella  thyphi) non | quune seule lignée | Les phénicolés sont
d'un phényle substitué. les entérobactéries, sensible a dautres | cellulaire. contre-indiqués  chez
- les anaérobies, antibiotiques -anémie aplastique tout patient présentant
- les spirochétes, irréversible, des antécédents
- certains germes particuliers -une anémie | dinsuffisance
comme les Rickettsia, Chlamydia et hémolytique médullaire.
Mycoplasmes.
Les tétracyclines doivent leur | Les tétracyclines sont donc actives | infections a  Chlamydia, | Les tétracyclines et la | -enfants de moins de 7
nom a leur structure tétra | vis-avis des coques et bacilles a | Rickettsia, Mycoplasmes, | tigécycline sont | ans, femmes
cyclique commun. Gram (+), des coques et bacilles a | Brucella, les  infections | généralement bien | enceintes.
tétracycline Gram (-), y compris des germes | cutanées a Propioni | tolérées mais elles -La prudence simpose
intracellulaires, ainsi que des | bacteriumet Borrelia, ou peuvent induire des|chez les patients
anaérobies. comme  adternative  aux | effets secondaires non | souffrant dinsuffisance
infections a Neisseria, au | négligeables. rénae ou hépatique et

chez les patients dont
les activités impliquent
une exposition intense
ala

lumiere.
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