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« Mon dme exalte le Seigneur,
‘Exulte mon esprit en Diew mon Sauveur (....)

Le Puissant fit pour moi des merveilles, Saint est son nom »

Luc 1







IN MEMORIUM

A mes grands-parents paternels

Dix ans maintenant qu’un vide subsiste que rien ne peut combler dans mon cceur. . .
En ce jour si spécial pour moi, c’est difficile de ne pas vous avoir a mes cotés et
vous serrer dans mes bras. Cependant, je me console en pensant a toutes ces
bénédictions qui irradient vers nous depuis votre petit coin de paradis. Sachez que
chacune de mes réussites vous est dédice depuis toujours.

‘Ce modeste travail est pour vous Téta et Jiddo.

A mon grand-pére maternel

Pour ton amour des études Jiddo, toi qui me confiais a Saint Nicolas avant chaque
€Xamen, pour tes priéres et tes bénédictions, pour tes sourires pleins d’innocence a

chacune de mes réussites. ... Tu me manques et ce travail t’est dédié !



A mes parents chéris

En un jour pareil, aucun mot ne suffira pour vous témoigner mon amour et ma

reconnaissance infinie, car sans vous, je ne serais rien...

A mon papa, ce grand homme

Tu ne t’es jamais ménagé pour notre réussite et notre bonheur. Ton humilité, ta
droiture, ton sens de I’honneur et du travail m’ont toujours marqué.

-Saches que tu es ma référence et j’espére un jour, pouvoir acquérir le quart de tes
qualités.

Merci pour tous tes sacrifices, pour tes encouragements permanents... merci de

m’avoir permis de marcher la téte haute. Ce travail est le tiens ! Je t'aime !

ﬂ ma maman adorée

« Derri¢re chaque grand homme se cache une femme »

Manmito, je serai tentée de dire qu’aucune femme ne t’arrive 4 la cheville. ..

Dieu seul peut témoigner de I’acharnement et des sacrifices fournis pour la réussite
de tes enfants qui a toujours été ton souci majeur. Merci pour tes priéres, ton
soutien constant,merci d’avoir toujours été la dans les épreuves les plus dures et de
ne jamais t’étre avouée vaincue lorsque souvent, j’ai voulu baisser les bras....
Merci d’étre tout simplement TOI, MERCI MAMAN ! Trouve en ce modeste

travail, le pale reflet de tes efforts. ... Je t’aime !

Je ne remercierai jamais assez I’Eternel de vous avoir...

Qu 'ii vous bénisse sans cesse et vous accorde longue vie !



A mon bébé Pauli

Petit frere chéri, tu as grandi... si tu savais comme j’aimerais toujours marcher
devaui tol pour "éviter les pierres de la vie. ..

Merci pour ta confiance et ton admiration, pour ton amour et pour tout ce que tu
‘représentes a mes yeux...

Je te souhaite le parcours le plus prestigieux qui puisse exister sur terre. Que Dieu
te protége petit ange et qu’ll t’accorde cette grice que je vis aujourd’hui.

Cette thése est pour toi ! Je t’aime !

A ma grand-mére maternelle

Que dire Téta.... Merci ne suffirait pas pour t’exprimer tout ce que j’ai sur le cceur.
Tu as toujours été 1a pour moi, soucieuse, préoccupée, attristée de ne plus savoir
comment me faire plaisir ! Je ne te remercierai jamais assez de m’avoir inculqué la
foi en Dieu, la conviction religieuse et les vraies valeurs de la vie.

Cette thése est ’aboutissement de tes conseils, priéres et bénédictions. ...

Que le Tout Puissant t’accorde une santé de fer et une longue vie, Je t’aime !

ﬂ ma tante Anne-Marie chérie

Tati...les mots me manquent aujourd’hui pour t’exprimer ma profonde gratitude. ..
Toujours attentionnée, maternelle, tu n’as jamais failli 4 ton devoir de marraine !
“En ce jour si spécial, saches que c’est moi qui suis fiére d’étre ta niéce, ficre de
toutes ces valeurs humaines qu’a toi seule tu incarnes.

Pour avoir largement contribué a ce que je suis aujourd’hui et en témoignage de
mon amour, je te dédie cette thése ! Que la Miséricorde Divine inonde ta vie !

Je t’aime !



A ma seconde maman Fatou

'Depuis toujours, tu représentes 1’une des personnes les plus chéres a nos yeux.
Merci pour I’amour, la protection et I’instinct maternel que tu as manifesté envers
nous depuis notre naissance... nous, les seuls enfants que la vie t’ai jamais donné.
Que Dieu te garde longtemps prés de nous.

Cet humble travail t’est dédié, je t’aime !

Toutes les lettres ne sauraient trouver les mots qu’il faut ...

C’est ainsi que je dédie cette thése :

../q toute ma famille !
../q mes amis !
./q mes collégues !

..q tous ceux qui, de prés ou de loin ont contribué a son élaboration !

Spéciale dédicace a la Promotion « Yérim Mbagnick Diop 2007 », tout

particuli¢crement & mon bindme et frére de galére Soum, a Steve, Eloi, Malick,

Odette, Mado, Emma et tant d’autres !



SINCERES REMERCIEMENTS

./q tous mes Maitres
Merci de votre enseighement !

./q mon ainée, ma grande sceur Dr Mame Fatou Sow
‘Merci du fond du cceur !

./q tout le personnel du Laboratoire de Bactériologie-Virologie de I’Hopital

Aristide Le Dantec, particulierement Mme Thiam, Amadou, Assane, tonton

Omar, Michel et Djiby.

Ve |
1 tout le personnel du Laboratoire National de Controle des Médicaments,

.spécialement Doudou, Mme Ndack et Mme Ndour.

./q tout le personnel du Laboratoire de Parasitologie-Mycologie de I’Hépital

Aristide Le Dantec.

Vous m’avez tous aidée d’une maniére ou d’une autre, soyez tous assurés de ma

reconnaissance !



A NOS MAITRES ET JUGES



A notre Maitre et Président de Jury
Monsieur le Professeur José Marie AFOUTOU

Vous nous avez fait I’honneur de présider notre Jury de thése malgré vos
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Introduction

La large utilisation des médicaments anti-infectieux contre les
microorganismes (bactéries, champignons, parasites, virus) a conduit, depuis
.quelques années, a I’émergence croissante de résistance de ces derniers.

Cette évolution a été particuliérement spectaculaire pour les antibiotiques,

ceci depuis une vingtaine d’années.

La prévalence de la résistance bactérienne aux antibiotiques est
préoccupante dans les établissements de soins 4 Dakar et le choix
d’antibiotiques efficaces est de ce fait rendu difficile, quand il est encore
possible (95). Par ailleurs, ’optimisation de 1’utilisation des antibiotiques
requiert la recherche d’une efficacité maximale, de conséquences écologiques
.moindres sur |’évolution des flores bactériennes, d’une faible toxicité et d’un

meilleur rapport coiit bénéfice.

Ainsi, il a été congu des procédures d’associations d’antibiotiques, dans le
but d’augmenter la bactéricidie, d’élargir le spectre antibactérien, de prévenir
I’émergence de mutants résistants, mais €galement pour palier aux nombreux
échecs thérapeutiques dus & la monothérapie (4).

Le critére de choix majeur d’une association est fonction du germe,

C’est ainsi que pour chaque souche, il existe des associations standards :

» Pour les Entérocoques ou les Streptocoques alpha-hémolytiques, il
y a les associations suivantes :
- Pénicilline G + Streptomycine
- Ampicilline + Gentamicine

- Céfalotine + Gentamicine (en cas d’allergie aux seules Pénicillines)
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»  Pour les Staphylocoques, nous notons 1’association

Céfotaxime + Fosfomycine.

»  Pour les Entérobactéries, nous choisirons des associations du genre :
Béta-lactamine + Aminoside, selon la résistance naturelle ou

acquise de la souche.

» Pour Pseudomonas aeruginosa, nous étudierons des associations
types, en fonction des résistances acquises.
Cependant, I’utilisation des associations d’antibiotiques ne connait pas un

grand essor, en cela que les techniques ont été peu validées.

L’objectif de notre travail était donc d’améliorer une procédure d’étude
des associations d’antibiotiques :
- d’abord par une analyse de la sensibilité des souches étudides par
rapport aux associations d’antibiotiques ;
- puis de standardiser cette méthode par un contrdle de qualité et par

des tests de répétabilité.

Pour ce faire, nous avons réalisé une étude in vitro de quatre associations

binaires d’antibiotiques qui étaient les suivantes :

o Ceftriaxone + Gentamicine
o Ceftriaxone + Ciprofloxacine
o Ceftriaxone + Amikacine

o Ampicilline + Gentamicine
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Le choix des antibiotiques utilisés a été fait selon :

- la souche bactérienne 3 tester

~

- la polyrésistance des souches aux antibiotiques utilisés

Ces associations d’antibiotiques ont été testdes sur sept souches
q p

bactériennes multirésistantes isolées de divers produits pathologiques.

Les résultats attendus sur la base de protocoles validés, comparés 3 ceux
de la littérature nous permettront de formuler des recommandations quant a

I'utilisation des associations d’antibiotiques dans notre contexte sanitaire.
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I. LA MULTIRESISTANCE BACTERIENNE

L.1. Rappel sur les constituants de la bactérie

I.1.1 Les éléments constants

Ces éléments définissent la structure de la bactérie et sont indispensables 3
Sa survie.

Ces structures vitales comprennent ies structures d’enveloppe, paroi et
membrane cytoplasmique ainsi que Dappareil nucléaire bactérien et les

ribosomes dispersés dans le cytoplasme.

L.1.1.1 La paroi

C’est I’enveloppe rigide qui assure 'intégrité de Ia cellule bactérienne et
qui est responsable de la forme des cellules. Elle a une constitution différente
selon qu’il s’agit de bactéries 3 Gram positif ou a Gram négatif.

Dans les deux cas, Ia paroi est essentiellement constitude par le
peptidoglycane.

Chez les bactéries a Gram positif, d’autres constituants peuvent intervenir
notamment les acides téichoiques et lipotéichoiques ; les polysaccharides
attachés de maniére covalente aux chaines polysaccharidiques du
peptidoglycane.

Cependant, chez les bactéries 4 Gram négatif, en plus du peptidogiycane,
on observe une membrane externe, un espace périplasmique et une membrane

cytoplasmique (82).
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I.1.1.2 Le novau (la taille est > 200 Mégadaltons)

Il est formé d’ADN a 80% et d’ARN ; il porte le patrimoine de la cellule.

I.1.1.3 Le cvtoplasme

Il contient des €éléments qui jouent un role dans la synthése des protéines
(ribosomes, ARNm).
La membrane cytoplasmique contient des perméases et des enzymes qui

jouent un réle dans la respiration.

I.1.2 Les éléments inconstants ou facultatifs

1.1.2.1 La capsule

Quelques groupes de bactéries peuvent, dans certaines conditions de
croissance, synthétiser une substance visqueuse qui s’accumule 4 Pextérieur de
la paroi : elle porte le nom de « capsule » quand une couche rigide plus ou
moins compacte est étroitement liée 4 la paroi.
| Les bactéries qui la possédent sont beaucoup plus virulentes. Chez
certaines espéces pathogenes, elle représente un facteur de survie ; de plus, elle a

un role antigénique.

I.1.2.2 Les pili

Ils ne peuvent étre mis en évidence qu’en microscopie électronique.
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Deux types de pili sont repérables et sont essentiellement présents chez les

bactéries a Gram négatif.

- Les pili sexuels
Peu nombreux (un a trois par cellule) et longs (20 a 30 um), ils jouent un

rdle dans les échanges génétiques chez la bactérie.

- Les pili communs
Nombreux (une a plusieurs centaines) et courts (< 1um), ils ont un réle de

virulence car ils adhérent bien a la muqueuse.

[.1.2.3 Les spores

Certaines bactéries ont la propriété de se différencier en forme de survie
ou « spores », laquelle différenciation est déclenchée par des modifications de
’environnement.

Les spores sont treés résistantes a la température, aux rayonnements, aux

agents chimiques et au temps (50).

1.1.2.4 Les plasmides

Constitués d’ADN extrachromosomique, ils portent des caractéres de
résistance aux antibiotiques et se transmettent d’une espéce a une autre.
Ce sont les différents constituants de la bactérie qui déterminent la

résistance dite « acquise ».
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1.2. Rappel sur la génétique bactérienne

1.2.1 Mutation

C’est une erreur qui survient lors de la réplication de la transcription de
I’ADN chromosomique.

On peut observer au niveau de cet ADN une délétion, une substitution ou
une insertion de base qui entraine une erreur de lecture, avec production d’une
protéine non fonctionnelle.

La mutation est un phénoméne rare, indépendant de I’antibiotique,

spécifique, spontané et héréditaire.

1.2.2 Les modifications génotypiques par transfert de matériel

génétique

1.2.2.1 La transformation

Des fragments d’ ADN bactérien peuvent pénétrer dans d’autres bactéries
et s’intégrer par recombinaison dans leur ADN.

Ce phénomeéne peut survenir quand la bactérie se trouve dans un état de
coinpeicnve ia rendant perméable 4 de petits fragments d’ ADN.

L’échange de matériel génétique par transformation ne s’effectue qu’entre
‘bactéries de méme espéce ou entre espéces apparentées, car des homologies de

séquence sont nécessaires au processus de recombinaison.
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£.2.2.2 La conjugaison

C’est un transfert d’ADN entre deux bactéries accolées. Le transfert se
fait d’une bactérie donatrice vers une bactérie réceptrice.

La bactérie donatrice exprime a sa surface des structures permettant
Paccolement (pili sexuels chez les bacilles 4 Gram négatif, adhésines chez les
Gram pos'itif).

Le transfert se fait de préférence entre des bactéries de méme espéce, mais
il peut parfois s’effectuer entre des espéces différentes.

C’est par ce phénoméne de conjugaison que beaucoup de bactéries
-peuvent acquérir des caractéres de résistance aux antibiotiques.

Certaines bactéries ont, en plus du matériel génétique chromosomique, un
matériel génétique intracytoplasmique appelé plasmide, qui porte souvent des
caractéres de résistance a plusieurs antibiotiques et peut se transmettre d’une

espéce bactérienne & une autre.

1.2.2.3 La transposition

On appelle transposon toute séquence d’ADN capable de translocation
“d’un réplicon sur un autre (transposition intermoléculaire) ou sur un autre site du
méme réplicon (transposition intramoléculaire) en I’absence d’homologie de

séquence, et indépendamment des fonctions de recombinaison réciproque de

’héte.

Bien que la transposition puisse s’effectuer sur n’importe quel réplicon et
pour un réplicon donné en plusieurs sites, il existe pour certains transposons des
régions  privilégides d’insertion (points chauds) riches en A-T ou

complémentaires des extrémités.
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Nous distinguons trois familles de transposons (Tn) :
- famille de Tn
- Tn composites {Gram négatif et Gram positif)

- Tn conjugatifs
La connaissance de la biologie des plasmides et des transposons est
indispensable & la compréhension des mécanismes de dissémination de la

multirésistance bactérienne aux antibiotiques.

1.2.3 Les échanges génétiques avec un intermédiaire

1.2.3.1 La transduction

C’est le résultat de I’introduction dans une bactérie réceptrice d’un
fragment d’ADN issu d’une bactérie donatrice par I’intermédiaire d’un
bactériophage.

Ce 'bactériophage est un virus qui parasite la bactérie.

Si ce bactériophage rencontre une bactérie sensible, il lui injecte son
matériel génétique.

La bactérie accueillant I’acide nucléique peut I’intégrer dans son génome.
+On dit que la bactérie est lysogeéne. Elle acquiert ainsi de nouvelles propriétés
telle que la sécrétion de toxine.

Mais, la bactérie peut aussi rejeter I’acide nucléique du bactériophage et
devenir indépendante.

Elle peut aussi tout laisser au bactériophage ; dans ce cas, ce virus se
multiplie dans la cellule bactérienne entrainant I’éclatement : c’est le cycle
Iytique du bactériophage. Dans le cas du cycle Iytique, le bactériophage peut

apporter avec lni une partie de I’ADN de la bactérie et transmettre ce morceau a
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une autre bactérie. C’est ce qu’on appelle la transduction phagique. Cette

derniére caractérise aussi la résistance des bactéries.

1.2.3.2 La conversion

Comme la transduction, elle fait intervenir le phage. Mais, contrairement a

la transduction :

Seul le génome du phage intervient ;

La bactérie réceptrice, pour étre convertie, doit toujours conserver
tout le génome du prophage : elle doit rester lysogéne ;

Le nouveau caractére obtenu s’exprime dans les 8 a 10 minutes qui
suivent la contamination par le phage ;

La fréquence de la conversion est de 100% : toute bactérie qui
regoit le génome phagique est convertie. La conversion lysogénique

a été retrouvée chez les Shigelles et les Pseudomonas.

Et ¢’est d’un phénomene de conversion que dépend la production de

toxine par le bacille diphtérique, de toxine érythrogéne par les Streptocoques du

groupe A et de fibrinolysine par les Staphylocoques.

Ainsi, ce sont surtout les modifications génotypiques qui sont

responsables de la résistance acquise des bactéries.

I.3. Les mécanismes de la résistance

I.3.1 Notion de résistance

Pour chaque antibiotique est défini un spectre d’activité, c'est-a-dire

I’éventail des especes bactériennes « sensibles » susceptibles d’étre inhibées par

10
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"des concentrations de cet antibiotique (surtout in vivo aprés utilisation d’une
posologie standard).

Une espece non sensible, qui n’entre pas dans le spectre d’activité d’un
antibiotique est dite résistante.

Cetle résistance est lige 4 un ou plusieurs mécanismes biochimiques, qui
impliquent I’étude des interactions entre I’antibiotique et les voies métaboliques
de la bactérie.

™

D¢ nomoieuses définitions de la résistance bactérienne aux antibiotiques

ont été retenues, selon différents critéres utilisés.

Selon certains auteurs :

e Une souche est dite «résistante » lorsqu’elle peut croitre en présence
d’une concentration d’antibiotique plus élevée que la concentration qui
inhibe la majorité des souches de la méme espéce.

e Une souche est dite «résistante » lorsque la concentration qu’elle est
capable de supporter est notamment plus élevée que la concentration
pouvant €tre atteinte in vivo.,

e Une bactérie résiste a un antibiotique lorsqu’une modification de son
capital génétique lui permet de croitre en présence d’une concentration

significativement plus €levée de cet antibiotique (74).

1.3.2 Les différents types de résistance (43, 61, 67, 78)

1.3.2.1 La résistance naturelle

C’est une caractéristique propre a I’ensemble des souches d’une méme
.espece. Elle fait partie du patrimoine génétique habituel de I’espéce et définit le

spectre naturel d’activité d’un antibiotique.

11




Généralités

.Exemples :

- Les mycoplasmes résistent aux B-lactamines car ils sont dépourvus de
parois ;

- La paroi des Streptocoques est imperméable aux Aminosides ;

- La résistance naturelle de Staphylococcus aureus et des Entérobactéries

aux B-lactamines (Pénicilline G, Ampicilline, Céphalosporines).

1.3.2.2 La résistance acquise

Correspond a I’acquisition d’une résistance & un antibiotique par une
souche normalement sensible.

Elle n’apparait que chez quelques souches d’une espéce donnée
normalement sensible, a I’inverse de la résistance naturelle qui est
caractéristique de I’espéce. Cette résistance est évolutive et varie en fonction du
temng, de Penvironnement et des conditions d’utilisation de I’antibiotique.
L’acquisition de cette résistance peut-étre due a une modification génétique :

- soit par mutation génétique ;
- soit par apports de matériels génétiques étrangers ;

Celte résistance acquise, observée in vitro et in vivo pour la plupart des
bactéries et des antibiotiques rend nécessaire 1’étude de la sensibilité des

bactéries au laboratoire.

1.2.2.2 La résistance clinique

Ce type de résistance se traduit par un échec thérapeutique.
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Plusieurs facteurs entrent en cause dans ce type de résistance :
- Les facteurs environnementaux (cations, protéines inhibitrices
etc...);
- La pharmacocinétique ;
- Le choix judicieux de I’antibiotique ;
- Les mécanismes développés par les bactéries.
C’est le terme ultime de ’expression de la résistance, c’est celle qui

compte réellement et, ¢’est elle qu’il convient d’éviter (94).

1.3.3 Le support génétique de la résistance

Le potentie] génétique d’une bactérie est constitué d’une part d’un
génophore obligatoire, le chromosome et d’autre part, d’'un ou de plusieurs
génophores facultatifs et extrachromosomiques, les plasmides.

Des geénes 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 reésistance chromosomique, ’autre a pour support les plasmides ou les

éléments transposables ou les intégrons et ils définissent une résistance

extrachromosomique (42).

1.3.3.1 La résistance chromosomique

L’acquisition de la résistance est due a la mutation d’un géne
chromosomique.
La mutation correspond a une addition, une délétion ou une substitution

de bases dont la conséquence est une erreur de lecture du code génétique.
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Cette modification entraine une résistance en :

- rendant la cellule imperméable a ces antibiotiques ;

- rendant les cibles pariétales (Protéines de Liaison a la Pénicilline ou PLP par
exemple) ou intracellulaires (ribosomes, ADN gyrase, ARN polymérase),

spécifiques de ces antibiotiques, indifférentes 4 la présence du ou

S RS T .
Qcs aiiti 1ut1ques ,

- codant pour la synthése d’enzymes inactivantes.

La mutation peut intervenir sur un ou plusieurs loci.

Ce type de résistance est un phénoméne spontané, rare (avec une
fréquence de mutants dans une population donnée de 10 4 10°”%), indépendant de
Pantibiotique qui n’agit qu’en tant qu’agent sélecteur en éliminant les
populations sensibles, spécifique, héréditaire et stable (les fréquences de
réservation sont équivalentes a celles des mutations), cependant non

traisinissivie ¢t dehors de la progénie.

1.3.3.2 La résistance extrachromosomique

Dans le cas de la résistance extrachromosomique, le support est un
plasmide ou un transposon acquis par conjugaison ou plus rarement par
transduction. Ce type de résistance est trés fréquent (plus de 80% des résistances
acquises) ; contagieux et se transmettent horizontalement entre bactéries
cohabitantes, méme d’espéces différentes; et peuvent concerner plusieurs
antibiotiques, voire plusieurs familles d’antibiotiques entrainant une
polyrésistance.

La résistance plasmidique concerne la plupart des antibiotiques. Seuls y
échappent les Rifamycines, les Polypeptides, les Nitrofuranes, les Quinolones et

les Glycopeptides.
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Toutes les espéces bactériennes y sont sujettes.

I.’usage d’un seul antibiotique dont la résistance est codée par un gene du
plasmide sélectionne les souches résistantes a toutes les molécules dont le géne
de résistance se trouve sur le plasmide, ce qui entraine la sélection rapide de

_souches polyrésistantes (7).

1.3.4 Les mécanismes de résistance aux Béta-lactamines

Les B-lactamines constituent la principale famille d’antibiotiques utilisée
en thérapéutique.

Elles agissent en inhibant la synthése de la paroi bactérienne par fixation
sur les protéines de liaison & la Pénicilline (PLP) qui sont des enzymes
(transpeptidase et carboxypeptidase) essentielles a la synthése du

.peptidoglycane.

La résistance acquise des bactértes aux [-lactamines peut-étre la

conséquence de trois mécanismes distincts :
- L’imperméabilité de la parot bactérienne a 1’antibiotique ;
- L’inactivation de la molécule par une enzyme ouvrant le cycle B-lactame ;

- La modification de I’affinité des PLP pour I’antibiotique ;

.La fréquence de ces mécanismes de résistance est différente (TABLEAU I).

15
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TABLEAU I: Meécanismes de résistance acquise des bactéries
aux f-lactamines (109)

Mécanismes Bactéries 3 Gram + Bactéries 4 Gram -
‘| Production d’une -lactamase + + + -+
Imperméabilité de la paroi - + o+
Modification des PLP + + -+ +

1.3.4.1 La résistance par production d’enzymes (3, 19)

Ce mécanisme de résistance est le plus largement distribué parmi les
.nombreuses especes bactériennes, et consiste en la production d’enzymes
capables d’inactiver les B-lactamines.

Plusieurs types d’enzymes peuvent étre a I’origine de I’inactivation de ces
antibiotiques.

La production de B-lactamases s’est observée chez presque toutes les

espéces bactériennes (27).

+» Les B-lactamases

Elles se définissent comme étant des enzymes d’inactivation du cycle B3-
lactame.

Dés 1940, la découverte d’extraits bruts de bacilles a Gram négatif
(Bacterium coli) inactivant la Benzylpénicilline démontra ’existence d’un

mécamsme de résistance par synthése de « pénicillinase ».
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Ce n’est qu’en 1960 que le terme « B-lactamase » fut proposé.

En 1944, la pénicillinase de Staphylococcus aureus sera mise en évidence, aprés

quoi I’émergence de résistances enzymatiques s’est poursuivie.

La diversité des B-lactamases oblige 4 une identification de plus en plus

précise, pereiiant une meilleure classification.

"Ailnsi, selon :

leurs propriétés physico-chimiques,

la nature de leurs inhibiteurs,

leur localisation génétique (plasmide ou chromosome),

leurs hoétes habituels,

la séquence nucléotidique de leurs génes ou leurs compositions en acides
aminés,

lcurs localisations bactériennes (exocellulaires ou périplasmiques) (20,89),
leurs affinités pour différents substrats (B-lactamines), plusieurs

classifications des B-lactamases ont été proposées.

La plus utilisée est celle de RICHMOND et SYKES (TABLEAU II).

Mais il existe une classification des B-lactamases a large spectre déja connue,

modifiée par PAYNE et AMYES et reproduite dans le TABLEAU II1.

Ainsi, de maniére schématique, les B-lactamases peuvent étre

individualisées en pénicillinases et céphalosporinases.

17




Généralités

TABLEAU II : Classification de RICHMOND et SYKES des B-lactamases
des bactéries a Gram négatif (85)

Médiation | Type | Classe | Inductibilité Activité Inhibée Principaux
préférentielle | par Cloxa germes
Péni CSP PCMB
Chr Case Ia I - +++ S R | Enterobacter
Citrobacter
Chr Case Ib C - + S R | Escherichia coli
Chr Case Ic I - ++ S Rt Proteus vulgaris
Chr Case id I - + S R | Pseudomonas
aeruginosa
Chr Pase 11 C ++ - S R | Proteus mirabilis
Pl Case III C +++ + S R | Médiation
plasmidique (type
TEM) _
Chr Case IV C + + R S | Kilebsiella species
b1 Pase \Y C ++ - R S | Médiation
plasmidique type
OXA, PSE
Chr : Chromosomique Pl : Plasmidique
Case : Céphalosporinase Pase : Pénicillinase
S: Sensible R: Résistant
I: Inductible C: Constitutive
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TABLEAU III: Classification déja connue des -lactamases a large
spectre modifiée par PAYNE ET AMYES (88)

GROUPES NOMS ANNEES REF
I TEM-E1 1987 67
TEM-E2 1982 66
« WEAK TEM-E4 NS 63
CEFOTAXIMASES » TEM-7 NS 41
CAZ-3 1987 82
CAZ-10 1988
2 TEM-E3 1987 64
TEM-6 1986 6
« CEFTAZIDIMASES » TEM-9 NS
TEM-10 1988 70
CAZ-3 1988
CAZ-HI 1988
3a TEM-E3 1984 83
TEM-E4 1986 62
« STRONG TEM-S 1987 68
CEFOTAXIMASES » CAZ-2 1987 23
TEM-DERIVED CAZ-6 1988 23
3b SHV-2 1983 49
SHV-3 1985 46
« STRONG SHV-4 1987
COFOTAXIMASES » SHV-5 1987 40
SHV-DERIVED
3¢
" « STRONG
CEFOTAXIMASES » FEC-1 NS 52
UNKNOW-DERIVED DIp-1 1988 65
4 BIL-1 1989 95
« BROAD SPECTRUM
CEFALOSPORINASE »
CLAVULANIC ACID
FUR 1988 35
MJ-1 NS 35
NOT BEING GROUPED MJ-2 NS 35
UNAMED-1 1986 31

UNAMED-2 1986 85
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TEM : Du nom du malade chez qui, la premiére souche porteuse de ce type
d’enzyme, a été isolée.
SHYV : Sulfthydril — variable

OXA : Hydrolysant [’Oxacilline ;
PSE : Pseudomonas Specific Enzyme

Dans ces groupes, des variants sont différenciés par des indices
numdriques, ainsi quelques exemples de B-lactamases de bacilles 3 Gram

négatif :

- TEM1aTEM 20
- OXA1a0XA3
- PSE1= CARB2
- SHV1aSHVS5
- PSE2= OXA4
- PSE3= CARB4
- PSE4= CARB |

PSE 1 et PSE 4 sont aujourd’hui appelés CARB 2 et CARB 1 a cause de

leur action préférentielle sur les Carboxypénicillines (7).

» Les pénicillinases

Elles ont pour substrat préférentiel les Pénicillines G, les
Aminopénicillines, les Carboxypénicillines et les Uréidopénicillines.
Les genes codant pour les Pénicillines sont portés essentiellement par les

plasmides.
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Il faut cependant noter qu’il existe chez Klebsiella pneumoniae, une
enzyme type pénicillinase : SHV-1 dont le support génétique est le chromosome.
Ces pénicillinases sont fabriquées en permanence par la bactérie en
I’absence de tout inducteur (constitutives) sauf dans le cas de Staphylococcus
aureus (inductibles). Il existe une trés grande variété de pénicillinases pouvant

étre spécifiques & un genre (pénicillinases de S.aureus) ou largement distribuées.

L’enzyme de type TEM est surtout retrouvée chez les Entérobactéries, les
Haemophilus, les Neisseria, les Pasteurella, les Pseudomonas.

Elle inactive les Aminopénicillines, les Carboxypénicillines,
les Uréidopénicillines et les premiéres Céphalosporines (TABLEAU IV).

Pseudomonas aeruginosa produit principalement les enzymes de type
PSE ou OXA qui n’hydrolysent pas la Ceftazidine, I’Imipenem et la Céfépime,
contrairement aux Pénicillines, & la Céfopérazone et a la Cefsulodine (63, 101).

Depuis 1983 des B-lactamases ayant un spectre trés large sont apparues :
les BSE (B-lactamases & Spectre Elargi) inactivant entre autre les

Céphalosporines de type oxyimino.

La plupart de ces enzymes sont des mutants de TEM ou SHV avec des
substitutions d’acides aminés proches du site enzymatique, entrainant une
.affinité et une hydrolyse accrue propre aux B-lactamines actuellement utilisées a
I’hopital (103). Ces B-lactamases sont retrouvées chez de nombreuses
Entérobactéries (Klebsiella, Escherichia, Salmonella, Serratia) (90, 11).
Récemment sont apparues :
- des B-lactamases & spectre élargi, non dérivées de TEM ou de SHV, telles
MEN-1, BIL-1, FEC-1.
- de nouvelles et rares enzymes comme les carbapénémases ou B-lactamases

TRI (TEM Resistant Inhibitor).
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Elles sont généralement chromosomiques et spécifiques d’une espéce (72).
Parfois présentées mais non exprimées, comme chez Escherichia coli, elles
peuvent s’exprimer a bas niveau ou a haut niveau, conduisant a des phénotypes
de résistance trés hétérogénes.

Le phénotype « pénicillinases bas niveau » correspond généralement au
phénotype sauvage de ’espéce (76).

Le phénotype « pénicillinases haut niveau» correspond aux souches
sécrétant des enzymes qui hydrolysent les B-lactamines a I’exception de
I'Imipenem et du Mécillinam (TABLEAU V).

On retrouve ce phénotype essentiellement chez certaines Entérobactéries
(Serratia, Enterobacter, Morganella) et chez les Pseudomonas ol ce mécanisme

est fréquemment observé.

TABLEAU 1V: Résistance naturelle des Entérobactéries
aux [}- lactamases (7)

Groupe de B3~ Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3 Groupe 4
lactamines

Aminopénicilline S R R R
Carboxypénicilline S R S R
Uréidopénicilline S I S 1
CiG S S R R
C3G S S S S
Carbapenems S S S S
Mécanisme de Absence de 3- | Pénicillinase Céphalosporinase | Pénicillinase +
résistance lactamase Céphalosporinase

S = Sensible ;
1 = Intermédiaire C1G = Céphalosporine de premiére génération

R = Résistant ; C3G = Céphalosporine de troisiéme génération
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TABLEAU V : Phénotypes de résistance des Entérobactéries

aux B- lactamases (7)

Marqueurs | Pénicillinase | Pénicillinase | TRI | Céphalosporinase | Céphalosporinase | BLSE
bas niveau | haut niveau inductible déréprimée

Amoxicilline R R R R R R
Amoxicilline S I/'R R R R R
+Ac. Clav.

Ticarcilline R R R S R R
Mécillinam S R R R R R
Céfalotine S R S R R R
Ceftazidime S S S S R R

»  Les céphalosporinases

Les céphalosporinases sont des B-lactamases codées par un geéne

chromosomique.
Leur localisation est périplasmique et sont produites, & bas niveau par les

Enterobacter, Citrobacter, Proteus Indole -,

Morganella, Serratia,

Providencia, Pseudomonas et Acinetobacter rendant ces espéces résistantes aux
Aminopénicillines et aux Céphalosporines de premiére génération (C1G), mais
n’altérent pas la sensibilité 4 la plupart des Céphalosporines de deuxiéme
génération (C2G), des Céphalosporines de troisiéme génération (C3G), ainsi
qu'aux Acyl-uréidopénicillines, Monobactames et Carbapenems (TABLEAU
V).
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La céphalosporinase inductible

La production de céphalosporinase chromosomique est souvent
inductible.

Le géne qui régle leur production est soumis au contrdle d’un répresseur
dont I’action peut-étre levée par des « inducteurs » : le géne est alors activement
transcrit et la production de 1’enzyme augmente.

Ces inducteurs sont des B-lactamines (Imipenem, Cefoxitine).

Il existe cependant des inducteurs non spécifiques qui ne sont pas des B-
lactamines (acides aminés, certains alcools, vitamines).

Les céphalosporinases inductibles sont habituellement rencontrées chez
certaines Entérobactéries, telles que :

Enterobacter cloacae, Hafnia, Serratia marcescens, Serratia liquefaciens,
Citrobacter freundii, Morganella morganii, Providencia rettgeri, Acinetobacter,

ainsi que d’autres bacilles a Gram négatif comme Pseudomonas aeruginosa.
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TABLEAU VI : Action des B-lactamases sur les B-lactamines (7)

Antibiotiques Pénicillinases Céphalosporinases BLSE*
S.aureus | Bacilles 2 Gram -
Bas Haut Inductible | Déréprimée
niveau | niveau

Péni G, V + + + + + +

Péni M - +

Péni A + + + + + +

Péni A +Ac.Clav. - - A% + + A%

Carboxypénicilline + + + - + +

Carboxy+ Ac.Clav. - - Vv - + Vv

Uréidopénicilline ¥ - " - n n

CIG - - + + + +
| C2G - + + + +

C3G - - - + +

Céphamycines - - Vv + -

Monobactames - - - + T+

Carbapenems - - - - - -

(+): active, la souche est résistante ;

(-) : inactive, la souche reste sensible ;

(V) : aciiviié faible, I’effet est variable ;

* . B-lactamase a spectre étendu ;
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La ¢éphalosporinase déréprimée

Certaines espeéces telles que Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter,
 Citrobacter, Serratia,peuvent perdre par mutation le contrdle de la production
de céphalosporinase qui est alors déréprimée et produite beaucoup plus
abondamment. Les souches ainsi modifiées deviennent résistantes a toutes
les B-lactamines, sauf les Amidinopénicillines et les Carbapenems.

La mutation peut survenir inopinément au cours d’un traitement et

entrainer des échecs thérapeutiques.

La céphalosporinase d’Escherichia coli

Chez 7% des souches d’E.coli, nous mettons en évidence une
-céphalosporinase non inductible. Sa présence est due a I’augmentation par
mutation de la production de la céphalosporinase chromosomique naturelle.

Elle inactive les Pénicillines A, les C1G et la Céfoxitine.

Les autres C2G, les C3G, I’ Aztréonam et les Penems restent actifs, tandis
que les Carboxy et Uréidopénicillines ont une activité légeérement diminuée mais

encore suffisante.

+* Les estérases

Ces enzymes hydrolysent la chaine latérale des Céphalosporines, les
‘rendant inactives.

< Les amidases

Ces enzymes ne sont retrouvées que chez les bactéries a Gram négatif.
Elles hydrolysent la chaine latérale | des B-lactamines et libérent
lacide 6 amino-pénicillanique dans le cas des Pénicillines, soit de
I’acide 6 amino-céphalosporinique, dans le cas des Céphalosporines, tous deux

inactifs (31).

26



Généralités

1.3.4.2 La résistance non enzymatique aux Béta-lactamines

Les mécanismes de résistance non enzymatique liés a la production

de B-lactamases sont différents chez les bactéries 2 Gram positif ou négatif.

v Les résistances non enzymatiques chez les bactéries 2 Gram positif

C’est la modification des PLP qui constitue le mécanisme principal de la

résistance non enzymatique chez les bactéries & Gram positif (46).

Plusieurs PLP sont présentes dans chaque espéce, et parmi celles-ci, il

existe le plus souvent une PLP dite « essentielle », dont 1’affinité pour les B-

lactamines est corrélée a la CMI (60).

Plusieurs types de modifications peuvent étre rencontrés (TABLEAU VII) :

TABLEAU VII: Résistances liées a des modifications de PLP chez des
bactéries a Gram positif (109)

Mécanismes Espéces bactériennes
Diminution d’affinité pour les B-lactamines | Clostridium  perfringens,  Streptococcus
pvogenes
Augmentation de la quantit¢ d’une PLP | Entérocoques

essentielle

Acquisition d’une nouvelle PLP

Staphylococcus aureus

Multiples modifications

Streptococcus pneumoniae
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- La diminution de I’affinité de la PLP essentielle pour les B-lactamines et

dans Je cas elle est diminuée pour toute les B-lactamines, mais de facon

inégale selon les molécules.

- L’augmentation de la quantité de PLP
Ce mécanisme a été bien étudié chez Enterococcus faecium. 1l a été
démontré que la PLP-5, présente en faible quantité dans les souches
sensibles, augmente quantitativement d’un facteur 10 & 20 dans les

souches résistantes,pouvant s’accompagner d’une baisse de 1’affinité pour

les B-lactamines.

Cette PLP prend la fonction de PLP essentielle par rapport aux autres.
- L’acquisition d’une nouvelle PLP qui va prendre le role de PLP
essentielle,

C’est le cas de S.aureus résistant a la Méthicilline (SARM) (46, 59).

La résistance aux B-lactamines par modification des PLP est croisée pour

toutes les B-lactamines.

v" Les résistances non enzymatiques chez les bactéries 3 Gram négatif

La structure particuliére des bactéries & Gram négatif leur confére un
ensemble de mécanismes biochimiques de résistance aux B-lactamines qu’on ne

peut trouver chez les bactéries a Gram positif.
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TABLEAU VIII: Mécanismes de résistances non enzymatiques aux
B-lactamines chez les bactéries 3 Gram négatif (109)

Mécanismes Espéces

Modifications de porines ou de protéines de la | Entérobactéries (E.coli, P.mirabilis,
membrane externe K. pneumoniae, E.cloacae,Salmonella,

Serratia) Pseudomonas, Haemophilus,

Gonocoque
. Modification des PLP E.coli, Pseudomonas, Haemophilus,
Gonocoque
Modification du PLS Pseudomonas

o Role de la perméabilité dans la résistance des bactéries 3 Gram négatif

aux B-lactamines

Pour qu’un antibiotique soit efficace, il faut d’abord qu’il pénétre dans la
bactérie et tout facteur altérant la perméabilité cellulaire est cause de résistance.

Ce mécanisme n’affecte pas les Gram positif, car les antibiotiques
diffusent librement & travers le peptidoglycane qui constitue la paroi de ces
bactéries.

Chez les bactéries & Gram négatif, au contraire, la barriére constituée par
le lipopolysaccharide (LPS) de la membrane externe s’oppose 4 la pénétration
des antibiotiques, mais des porines, protéines formant canaux, permettent le
passage de molécules hydrophiles, comme les Pénicillines & large spectre, les
Céphalosporines, les Aminosides, les Phénicolés ou les Tétracyclines (7).

La sensibilit¢ aux antibiotiques dépend du nombre de porines

fonctionnelles.
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C’est chez E.Coli que la relation entre les porines et les B-lactamines a été
le mieux étudiée (64).

Ainsi, deux types de porines sont présentés chez E.coli

- Omp C
- OmpF

Chez les mutants Omp C-, la pénétration des B-lactamines n’est pas
diminuée car le diamétre de la porine Omp F est suffisament large.

Cependant, I’absence de Omp F s’accompagne d’une résistance a la
Cefoxitine (4 fois la CMI) sans modification de la CMI pour la Céfaloridine.

Ces résultats témoignent d’un passage préférentiel des B-lactamines a
travers la porine Omp F car la plus large.

Quant aux mutants OmpC- OmpF-, leur CMI est augmentée de maniére
trés importante,

Concernant les Céphalosporines de troisiéme génération, des résultats
variables ont été¢ obtenus avec généralement une légére augmentation plus
marquée pour la Moxalactame (10-100 fois la CMI) (32, 92).

Ce mécanisme de résistance a été rencontré chez d’autres especes :

Salmonelles, Klebsielles, Serratia, Enterobacter (56).

TRIAS et NIKAIDO ont démontré I’existence d’une porine (porine D2)
chez le Pseudomonas, responsable du transport spécifique des Carbapenems et,
dont I’absence ou la fermeture justifie la résistance isolée 4 1'Imipenem, non

.croisée aux autres B-lactamines ou aux antibiotiques hydrophiles (87, 108, 99).
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o Role des PLP dans la résistance des bactéries a Gram négatif

aux B-lactamines.

Les Protéines de Liaison & la Pénicilline (PLP) sont des enzymes qui
interviennent dans I’assemblage du peptidoglycane de la paroi.

La fixation des B-lactamines inactive leurs fonctions enzymatiques et la
bactérie, ainsi privée de paroi, devient trés sensible aux systemes autolytiques.

La résistance est due a la diminution d’affinité de ces PLP, soit par
augmentation de leur production, soit par synthése de nouvelles PLP de trés
faible affinité.

L’altération des PLP n’a été que rarement démontrée chez les bactéries i
Gram négatif (30,79, 108).
' Le role des PLP dans la résistance bactérienne intrinséque a surtout été
mis en évidence chez des mutants de E.Coli qui avaient une résistance
augmentée au Mécillinam et & I'Imipenem due a une diminution de 1’affinité des
PLP-2 pour ces antibiotiques alors que les mutations touchant la PLP-3

s’accompagnait d’une résistance vis-a-vis des Céphalosporines.

o Autres mécanismes de résistance aux B-lactamines

Altération du PLS

Une modification d’une porine spécifique entraine une résistance isolée a
I'Imipenem chez Pseudomonas aeruginosa. Mais ¢’est une modification de
composition du PLS (soit dans le core, soit dans le polysaccharide) qui semble
étre la cause de la résistance non enzymatique des Pseudomonas aux B-

lactamines (52).
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Tolérance bactérienne

Une bactérie est dite «tolérante » lorsqu’ayant conservé la méme
sensibilit¢ (méme CMI) vis-a-vis d’un antibiotique bactéricide, il existe une
augmentation considérable de la CMB avec un rapport CMB/CMI supérieur a
32. L’effet bactériostatique a disparu.

I’ahsence d’activation du systéme lytique, normalement activé par

I’antibiotique explique ce phénomeéne.

Persistance bactérienne

Contrairement aux autres résistances, le mécanisme de persistance
bactérienne implique une perte ou une diminution structurelle ou fonctionnelle
d’un géne.

La modification du métabolisme bactérien explique alors la persistance du
germe in vivo en présence de ’antibiotique.

Le phénomeéne a été observé avec de nombreux antibiotiques tels que les
‘B-lactamines, Aminosides, Quinolones, Tétracyclines, Rifampicine et

Polymixines.

1.3.5 La résistance aux Aminosides (6, 66)

1.3.5.1 La résistance naturelle

Les bactéries anaérobies strictes et les bactéries aéro-tolérantes sont
naturellement résistantes aux Aminosides.
Parmi les espéces aérobies & Gram négatif, certaines sont résistantes a

divers Aminosides, ¢’est le cas de Pseudomonas aeruginosa.

32



Généralites

1.3.5.2 La résistance acquise

- Altération de la cible

Le changement d’un seul acide aminé dans une protéine ribosomale
entraine une diminution de I’affinité du ribosome pour un antibiotique.

Cependant, ces mutants résistants ne constituent pas un probléme en
thérapeutique: ils sont rares en clinique et impliquent pour la plupart des
Aminosides, des mutations multiples pour atteindre un haut niveau de résistance.
Enfin, du fait de ’absence de chevauchement des sites de fixation de divers
Aminosides sur les ribosomes, ils ne présentent pas une résistance croisée envers

les autres membres de 1a famille,

- Interférence avec le transport de ’antibiotique

La pénétration des Aminosides dans les bactéries se fait par un

phénomeéne :

o de diffusion passive au travers des porines de la membrane externe
o de transport actif nécessitant de I’énergie au niveau de la membrane

interne

Dans ce cas, les CMI sont faiblement augmentées et ce type de résistance
est de détection délicate.
Les mutations qui affectent le systéme actif de transport entrainent une

diminution de I’accumulation d’antibiotique dans la cellule.
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- Détoxification enzymatique des antibiotiques

La modification enzymatique des Aminosides médiée par les plasmides
constitue le mécanisme de résistance & ces antibiotiques le plus fréquemment
rencontré en clinique.

Les enzymes sont séparées en trois classes :

v" Les Aminoside-Phosphotransférases (APH)
v’ Les Aminoside-Nucléotidyltransférases (ANT)
v’ Les Aminoside-Acétyltransférases (AAC)

Cect, en fonction de la réaction qu’elles catalysent (Figure 1), mais ces
enzymes sont aussi divisées en sous-classes, selon le site de la molécule

d’antibiotique qu’elles modifient.

@)
APH I
Aminoside — OH + ATP » Aminoside O — P - OH + ADP
|
OH
ANT
Aminoside — OH + ATP » Aminoside — O Adénosine + PPi
AAC
Aminoside - NH2 + Acétyl -CoA —__,  Aminoside - NH — CO — CH3

+ Co— ASH

Figure 1: Modification enzymatique des Aminosides : phosphorylation ou
adénylation d’un groupement hydroxyde, acétylation d’un

groupement aminé
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Les enzymes different dans leurs éventails de substrats et quelques unes
existent sous diverses formes isozymiques. De plus, le probléme de Ia
sélection in vivo et de la dissémination ultérieure des mécanismes de résistance
demeure encore compliqué.

En effet, la majorité des souches résistantes aux Aminosides hébergent un
ou plusieurs plasmides codant chacun fréquemment pour plusieurs enzymes
,modificatrices ou, associent divers mécanismes de résistance.

Parmi ces enzymes, seules les phosphotransférases conférent de trés hauts
niveaux de résistance.

L’enzyme confére a I’héte, la capacité de croitre en présence de plus
fortes concentrations d’antibiotique non modifié. La résistance est due a
’équilibre entre un transport peu efficace des Aminosides a intérieur de la
bactérie et de I’inactivation enzymatique de ces molécules. Le phénotype
résistant conféré par une enzyme donnée, dépend i la fois qualitativement et
quantitativement de I’héte.

Ainsi, un mécanisme de résistance n’a pas de « niveau » en soi ; il agit en

« amplifiant » le niveau de sensibilité de la bactérie - hote.

I.3.5.3 La_notion de Haut Niveau de Résistance aux

Aminosides (HNR)

Les Streptocoques sont résistants aux Aminosides car ceux-ci y pénétrent

Leur pénétration nécessite ’énergie d’un gradient de protons que ces
‘bactéries ne produisent pas. Afin de détecter si la résistance est due a la non
pénétration (bas niveau de résistance), a une modification de la cible ou a une
enzyme inactivatrice (haut niveau de résistance), les Aminosides doivent étre,
dans ce cas, testés a la fois avec les disques habituels, et avec des disques trés
chargés.
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Des souches d’Entérocoques présentent un Haut Niveau de Résistance aux
Aminosides (CMI supérieure 4 1000 mg/l). Ce HNR a été défini chez les
souches cliniques d’Enterococcus faecalis et d’Enterococcus faecium et
's’explique essentiellement par [’acquisition par la bactérie, de génes
transposables ou plasmidiques codant pour la synthése d’enzymes

modificateurs.

1.3.6 La résistance aux Macrolides, Lincosamides,

Streptogramines (31)

1.3.6.1 La résistance acquise

e Modification de la cible

- Meécanisme biochimique et déterminisme génétique du phénotype

MLSy

Le mécanisme de cette résistance consiste en une altération spécifique et

Les souches résistantes produisent une méthylase, responsable de la
+diméthylation d’une adénine dans I’ARN 23S de la sous-unité ribosomale 50S.

Cette altération ribosomale entraine généralement des changements de
conformation de I’ARNy 23S, ayant pour conséquence la réduction de 1’affinité
entre les MLS et leur cible.

Cette résistance ainsi conférée est croisée entre les Macrolides, les
Lincosamides et les Streptogramines B dont les sites de fixations sont communs

ou se chevauchent, d’ou le nom de phénotype MLSy,

36



Généralités

- Expression de la résistance MISg, et sa régulation

Si la résistance est inductible, il y a dissociation entre ’activité des
Macrolides en Cy4 et celle des autres Macrolides, des Lincosamides et des
Streptograrnines.

Si la résistance est constitutive, la souche est résistante a ’ensemble des
Macrolides, des Lincosamides et au seul facteur B des Streptogramines.

La régulation de la résistance est post-transcriptionnelle.

¢ Inactivation des antibiotiques

Les antibiotiques du groupe MLS sont susceptibles d’étre inactivés par
différentes enzymes.

Cependant, la résistance par inactivation n’est pas croisée entre les
antibiotiques non apparentés chimiquement et, est de faible fréquence.

Les enzymes concernées sont les estérases, acétylases, hydrolases et

nucléotidases.

¢ Imperméabilité

Les souches résistantes n’inactivent pas les antibiotiques ; il y a juste une
diminution de ’accumulation intracellulaire des Macrolides.
Cette résistance serait due & une modification du transport des Macrolides

cn C|4.

1.3.7 La résistance aux Quinolones

Les bacteries acquiérent une résistance aux Quinolones exclusivement par
mutation chromosomique.
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Ces mutations entrainent soit une modification de la cible, soit une
interférence avec le transport de 1’antibiotique.

Pour étre en situation plasmidique, un caractére doit étre dominant sur sa
contrepartie chromosomique sauvage.

Récemment, la résistance plasmidique chez des souches de Shigella a été
rapportée, cependant, le mécanisme biochimique n’a pas encore été élucidé.

Trois types de mutations au niveau de ’ADN ont été décrites, dont la
mutation NAL A qui est la plus fréquente et confére une résistance de haut
niveau a |’ Acide Nalidixique.

La résistance est croisée entre les différentes Quinolones.

1.3.8 La résistance aux Tétracyclines

Le mécanisme principal de résistance aux Tétracyclines repose sur
’insuffisance de concentration intracellulaire en antibiotique.

Le systéme actif de transport est en balance avec un systéme excréteur
responsable de la résistance.

Celle-ci est surtout liée a une excrétion excessive d’antibiotique a travers
la membrane cytoplasmique, faisant intervenir la synthése inductible ou
constitutive du systéme excréteur.

Ce systéme de pompe, régulé négativement, comporte deux génes :

- le géne de contréle ou répresseur
- le géne de structure ou protéine TET

Parmi les autres mécanismes de résistance évoqués, 1’un est en relation
avec la protection des ribosomes (TET M).

L’incidence de la résistance par imperméabilité observée chez les souches
porine déficiente, exclusivement des espéces a Gram négatif, est encore faible,
mais la résistance est croisée avec d’autres antibiotiques comme les B-

lactamines, le Chloramphénicol et I’ Acide Nalidixique.

38



Géndralités

1.3.9 La résistance aux Phénicolés

Le mécanisme de la résistance plasmidique est surtout dii a la production
d’une  « Chloramphénicol-Acétyltransférase (CAT)», qui inactive ces
antibiotiques en C3 et C1, avec comme cofacteur, I’acétyl-coenzyme A, selon

les 3 étapes suivantes :

1) Chloramphénicol + acétyl - S —CoA  CAT | 3 — 0 —acétylchloramphénicol
+ HS-CoA

2) 3-0-acétyl chloramphénicol — 5 1-0- acétylchlorampheénicol

3) 1-0 acétyl chioramphénicol 1,3 diacétylchloramphénicol

e

+ acétyl — § — CoA + HS-CoA

Ce mécanisme de résistance plasmidique par production d’enzyme est
décelable chez certaines Entérobactéries et parmi différentes especes
‘appartenant aux genres Staphylococcus, Streptococcus, Neisseria, Pseudomonas,
Haemophilus.

Outre la résistance plasmidique par inactivation, un autre mécanisme est
en relation avec la diminution de perméabilit¢ de la paroi, entrainant une
résistance croisée avec d’autres antibiotiques ( B-lactamines, Aminosides,

Quinolones et Triméthoprime ).
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1.3.10 La résistance aux Sulfamides et au Triméthoprime (39)

1.3.10.1 La résistance naturelle

La rsistance naturelle aux Sulfamides est définie par une CMI supérieure
a 100 mg/1.

Parmi les souches résistantes, 90% ont une CMI supérieure a 2000 mg/l et
cette résistance concerne toutes les especes, en particulier les Entérobactéries.

Un mécanisme possible de la résistance au Triméthoprime pourrait étre
I'utilisation des folates exogénes comme chez les Entérocoques.

Les souches ayant une CMI supérieure ou égale a 2 mg/l sont résistantes
et celles dont les CMI sont supérieures a 1000 mg/l sont dites souches

résistantes de haut niveau.

1.3.10.2 La résistance acquise

Il s’agit :
- soit de mutations chromosomiques ;

- soit d’une résistance codée par des plasmides ;
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TABLEAU IX: Meécanismes de résistance en fonction du

déterminisme génétique (30)

Résistance Résistance
Chromosomique Plasmidique
Diminution de perméabilité DHPS additionnelle

Hyperproduction de PAB Diminution de perméabilité
SULFAMIDES
Hyperproduction de DHPS
DHPS mutée résistante
Diminution de perméabilit¢ | DHFR additionnelle
Auxotrophie en thymine {au moins 3 types différents)
TRIMETHOPRIME
' Hyperproduction de DHFR

DHFR mutée résistante

1.3.11 La résistance a la Vancomycine

Le mécanisme de résistance des germes a Gram positif reste inconnu.

La tolérance a été décrite en 1977 chez S. aureus ; elle serait croisée avec
_certains antibiotiques interférant avec la biosynthése du peptidoglycane, c’est le
cas des B-lactamines, de la Fosfomycine; et en relation avec un déficit du

systéme muréine-hydrolase.

Enfin, le mécanisme de la résistance naturelle des bactéries a Gram

négatif est une imperméabilité de la paroi a cet antibiotique hydrophobe.
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1.3.12 La méthicillinorésistance (ou Oxacilline et dérivés)

C’est en Angleterre, en 1960, que les premiéres souches de
Staphylococcus aureus résistantes a la Méthicilline (S.A.R.M) ont été observées.

La particularit¢ de ce type de résistance est liée a son expression
« hétérogene » ; c'est-a-dire qu’une seule fraction de la population est capable
d’exprimer la résistance; en moyenne une bactérie sur 10* a 10° exprime la
résistance (57).

Certaines souches sont extrémement hétérogénes alors que pour d’autres,
'l’expression de la résistance s’exprime pour la quasi-totalité de la population;
ces souches sont dites « homogenes ».

Différents facteurs sont susceptibles de modifier I’expression de cette
résistance (TABLEAU X).

Lorsque les conditions idéales de culture sont réunies, le nombre de

cellules exprimant la résistance peut-étre multipliée par 10° ou 10*,

TABLEAU X: Facteurs intervenant dans I’expression des modifications

de la méthicillinorésistance (109)

FACTEURS CONDITIONS OPTIMALES

DE LA RESISTANCE

Température 30°C

Osmolarité du milieu 2% a 5% de la NaCl

Lumiére Obscurité

pH 7.4

Durée d’incubation 48H

Inoculum Lourd (> 10" UFC/ml)
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Chez les SARM, la résistance & la Méthicilline est due a la synthése d’une
nouvelle PLP appelée PLP 2a pour laquelle les B-lactamines n’auraient qu’une

faible affinite.

La synthese de la PLP 2a serait inductible, expliquant ainsi le caractére
plus ou moins hétérogéne de la résistance en fonction de la souche, de

antibiotique ¢étudié et des différents facteurs préalablement cités.

La résistance a la Méthicilline est croisée avec celle de toutes les autres

B-lactamines in vifro, mais aussi in vivo.

Les SARM sont aussi producteurs d’une pénicillinase, sauf quelques rares
souches.
Ils sont toujours résistants a la Streptomycine, aux Tétracyclines, aux

Sulfamides et généralement a I’Erythromycine,

II. ASSOCIATION D’ANTIBIOTIQUES EN
THERAPEUTIQUE ANTI-INFECTIEUSE (55)

L’¢tude in vitro de la sensibilit¢ aux antibiotiques d’une souche
bactérienne responsable d’une infection est indispensable 4 la bonne conduite du
traitement de celle-ci. Lors d’une infection mineure, |’antibiothérapie peut-étre
.simplement guidée par l’antibiogramme de la souche isolée. Cependant,

I’association d’antibiotique peut-étre légitimée pour plusieurs raisons :
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- Elargii ie spectre antibactérien

» Pour traiter en premiére intention une infection sévére: dans ce cas
lassociation de deux antibiotiques a spectre d’activité complémentaire
sera instaurée aprés avoir effectué¢ les prélévements nécessaires au
diagnostic. Elle pourrait étre modifiée éventuellement en fonction des
résultats bactériologiques.

» Pour traiter une infection plurimicrobienne, ol un seul antibiotique ne
peut-étre actif sur I’ensemble de la population bactérienne, c’est le cas
iotaininent des infections a localisation ouverte (broncho-pulmonaire,

digestive, gynécologique).

- Obtenir un effet synergique pour renforcer la bactéricidie

La gravité de I’infection, qu’elle soit liée a un terrain particuliérement
compromis, a un germe particuliérement résistant, ou a un site particuliérement
difficile d’accés, peut nécessiter un renforcement et/ou une accélération de la
vitesse de la bactéricidie.

Daus de ielles situations, les Aminosides démontrent une importante
activité lorsqu’elles sont associées a une B-lactamine ou & une Fluoroquinolone.

Les résultats thérapeutiques sont le plus souvent corrélés a 1’action de
I’association étudiée in vitro, sur la souche bactérienne a I’origine du syndréme
infectieux.

Les effets synergiques sont plus souvent attendus lorsque la souche est
sensible a chacun des deux antibiotiques de I’association ou, lorsqu’elle est de
sensibilité intermédiaire a I’un d’entre eux.

Mais ces effets peuvent aussi étre obtenus lorsque la souche est sensible a
i'un des deux aniibiotiques et résistante & 1’autre.

I1s sont plus rares lorsque la souche est résistante aux deux antibiotiques.
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En revanche, les effets antagonistes mis en évidence in vitro sont rarement

démontrés en thérapeutique.

- Prévenir I’émergence des mutants résistants

Les facteurs favorisant I’émergence des bactéries résistantes sont :
v L’espéce bactérienne
. v L’antibiotique utilisé

Certains antibiotiques (Fosfomycine, Acide Fusidique, Rifamycine,
Quinolones) dont les mécanismes de résistance sont le plus souvent de
déterminisme chromosomique, sont I’objet d’une fréquence de mutation élevée
vers la résistance.

Cette résistance s’exprimera d’autant plus rapidement par I’émergence de
mutants résistants au cours méme de la thérapeutique, que la concentration
bactérienne au site de I’infection sera importante.

L’utilisation de ces antibiotiques ne peut se concevoir qu’en association.

. ¥ Laposologie insuffisante
v" Le niveau de sensibilité initiale
v' 1’existence d’un corps étranger
v" Le probléeme de I’émergence de souches résistantes au cours du traitement

par des B-lactamines reste cependant le plus préoccupant.
Deux phénomenes apparaissent :

- Certains bacilles 8 Gram négatif, surtout rencontrés dans les infections
.nosocomiales, sont naturellement producteurs d’une céphalosporinase de
déterminisme chromosomique, inductible. Celle-ci est habituellement produite
en faible quantité dans I’espace périplasmique et son taux augmente

considérablement sous 1’effet des B-lactamines inductrices, comme dit
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précédemment. Ce phénoméne est & I’origine de la résistance dite naturelle des
souches appartenant & ces espéces bactériennes, aux Aminopénicillines, aux

Céphalosporines de premiére génération, et parfois de deuxiéme génération.

- Certaines de ces souches, sous l'effet de la pression sélective exercée par
les B-lactamines, font ’objet d’une mutation au niveau du systéme de régulation
de la synthése de la céphalosporinase ; elle est alors synthétisée a haut niveau,
de fagon constitutive (dérépression), c'est-a-dire méme en [’absence
d’antibiotique. Les souches sont alors résistantes & ’ensemble des B-lactamines,
y compris les Céphalosporines de troisiéme génération.

Les conséquences de ces phénoménes de résistance permettent
d’expliquer de nombreux échecs thérapeutiques sur des bactéries initialement
sensibles.
| L’administration concomitante d’un Aminoside, d’une Quinolone,
pourrait permettre de limiter I’émergence de souches produisant des
céphalosporinases inductibles, susceptibles de se déréprimer.

Il faut dans tous les cas éviter d’associer deux B-lactamines sensibles
aux B-lactamases.

De méme, il faudra éviter d’associer deux B-lactamines dont I'une est
connue comme inductrice et ’autre sensible aux céphalosporinases.

Cependant il faut savoir que la bithérapie n’est pas une garantie absolue
dans la prévention de I’émergence de mutants résistants, méme s’il existe in

vitro une synergie entre les deux antibiotiques associés.

46



Généralités

I1.1. Le choix des associations d’antibiotiques

I1.1.1 Choix en fonction du germe

Du fait que ’efficacité de I’antibiotique est fonction de la souche, il
q q

existe des associations « standards » utilisées pour chaque souche.

I1.1.2 Autres critéres de choix

Selon chaque cas, le choix des antibiotiques a étudier dépendra
également de leur capacité de diffusion dans le foyer infectieux, de la voie
d’administration souhaitée (orale ou parentérale), des risques toxiques et

des effets secondaires liés a I’état du malade.

I1.2. Définition des interactions

Les effets antibactériens des associations d’antibiotiques sont

.généralement définis par les quatre possibilités d’interactions suivantes :

v L’indifférence :

L’activité de I’'un des antibiotiques n’est pas affectée par la présence de Iautre.

v" 1.’addition :

L’effet de 1’association est égal a la somme des effets de chaque
antibiotique étudié isolément a la méme concentration que dans
’association.

v' La synergie :

L’effet est significativement supérieur a la somme des effets de chaque

antibiotique étudié isolément 4 la méme concentration.
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Divers mécanismes peuvent expliquer les interactions synergiques. Par

exemple :

- Synergie des associations B-lactamines et Aminosides, liée & une
augmentation de la perméabilité de la paroi bactérienne aux Aminosides ;

- Synergie des f-lactamines possédant des sites différents de fixation au
PLP : Ampicilline, Pivmécillinam ;

- Synergie par compétition d’affinité pour une enzyme de type B-
lactamase : Pénicilline ou Ampicilline et Cloxacilline, Amoxicilline et
Acide Clavulanique ;

- Synergie par inhibition séquentielle d’une méme voie métabolique :

Sulfaméthoxazole et Triméthoprime.

v L’antagonisme :

L’association diminue I’activité de I'un ou ’autre des antibiotiques. Son
activité est inférieure 2 la somme des effets de chaque antibiotique pris

indépendamment.
Les effets antagonistes peuvent résulter des interactions suivantes
- L’association Chloramphénicol et Macrolide, entrainant une compétition
de ces molécules pour le méme site de fixation sur la sous-unité 508 du
ribosome ;
- L’association Aminoside et Tétracycline ou Chloramphénicol, dont

I’antagonisme serait 1ié a I’inhibition du transfert actif de 1’Aminoside

dans la bactérie ;
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- Certaines associations de B-lactamines sont antagonistes lorsque 1’une des
B-lactamines est inductrice d’une B-lactamase, c’est le cas pour la
Céfoxitine et la Ceftazidine ou Céfamandole. In vitro, la caractérisation de
ces Interactions dépend de la précision de méthodes utilisées, c’est
pourquoi les effets indifférents et additifs traduisant une faible interaction,

ne sont pas toujours différenciés.

I1.3. Méthodes d’étude des associations d’antibiotiques

I existe plusieurs méthodes d’étude des associations d’antibiotiques
pouvant étre regroupées en deux catégories :
- Les techniques d’étude par diffusion

- Les techniques d’étude par dilution en milieu liquide

I1.3.1 Les techniques d’étude par diffusion

Deux bandes de papier buvard chargées d’antibiotiques A et B sont
disposées en angle droit sur un milieu gélosé préalablement ensemencé par

tlottage avec la bactérie 2 tester.

Apres incubation & 37°C, nous obtenons en bactériostase une zone
d’inhibition linéaire paralléle & chaque bande. L’angle formé par I’intersection
de ces zones d’inhibition revét divers aspects permettant de définir I’interaction
des molécules A et B associées.

Une variante de la technique précédente est appelée « transfert sur
cellophane ».

Apres disposition des bandes, comme précédemment, mais sur une gélose
non ensemenceée, celles-ci sont ensuite retirées de la surface du milieu dés que la
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diffusion des antibiotiques est assurée. Une membrane de cellophane est
appliquée a la surface de ce milieu qui est ensemencé par flottage avec la
bactérie a étudier. La culture bactérienne se.développe directement sur celle-ci,
sauf dans les zones situées au contact du milieu imprégné d’antibiotique. On

note ’effet observé en bactériostase.

I1.3.2 Les techniques d’étude par dilution en milieu liquide

I1.3.2.1 Technique simplifiée pour la pratique clinique

Une méme quantité de bouillon ensemencé avec la bactérie a étudier
& une concentration de ’ordre de 10° germes/ml est répartie dans une série de
tubes a hémolyse disposés selon un « schéma triangulaire ».

Dans chaque tube, P'adjonction de disques imprégnés d’antibiotiques
(disque pour antibiogramme), en quantité convenable, permet d’obtenir les
concentrations désirées des antibiotiques a étudier, isolément et en association.

Ces concentrations sont comprises dans les limites des concentrations
humorales efficaces établies pour chacun des antibiotiques.

Aprés 24 heures d’incubation a 37°C, la numération des germes
survivants, dans chaque tube ne présentant pas de culture visible, permet de
déterminer Peffet bactériostatique et ’action bactéricide des antibiotiques isolés
et de leur association.

Le pourcentage de germes survivants est déterminé par simple
comparaison de la densité des colonies de germes survivants aux antibiotiques &

la densité des colonies obtenues avec ’inocutum initial (témoin inoculum).
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11.3.2.2 Technique de « ’Echiquier »

C’est la technique qui a été choisie dans le cadre de I’étude que nous

avons menee.

Cette méthode permet de quantifier I’interaction de deux antibiotiques A
et B en réalisant 1’association d’une gamme de concentrations A et B. Les
concentrations  utilisées représentent habituellement une progression
geométrique de raison 2 ; des dilutions de raison 1,5 peuvent étre nécessaires a

une quantification plus précise des interactions.

iii. LE CONTROLE DE QUALITE ET LA VALIDATION

La fiabilit¢ des résultats obtenus est influencée par de nombreux
paramétres qui doivent étre rigoureusement contrdlés. Selon les pays, il peut
exister des variations techniques et il est important de respecter une technique

identique a celle utilisée pour I’établissement des courbes de concordance.

II1.1. Le controle de qualité (8)

Le domaine de la qualité utilise un vocabulaire spécifique qu’il est
.Important de maitriser pour tout biologiste.

Pour cela il convient de se reporter aux définitions de la norme ISO 8402
Version 1994 et du Guide de Bonne Exécution des Analyses de Biologie

Médicale pour les termes suivants :

Qualité : La qualité est I’aptitude d’un produit, d’un procédé ou d’un

service rendu, a satisfaire les besoins exprimés et implicites de 1’utilisateur.
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Controle de qualité : Ensemble des procédures mises en oeuvres dans un
laboratoire, en vue de permettre un contrdle de qualité des résultats des analyses

au fur et 4 mesure de leur exécution,
Validation : Opération permettant d’assurer qu’un résultat a été obtenu
dans des conditions techniques satisfaisantes et tient compte notamment des

résultats obtenus avec les échantillons de contréle.

Echantillon de contréle : Echantillon adapté a la méthode utilisée et

-destinée a apprécier |’exactitude et la précision des résultats.

Autres critéres de qualité

Les autres criteres de qualité d’un test diagnostique sont les sujvants :
- la fiabilité: le résultat est il correct ?
- lareproductibilité: obtient on le méme résultat lorsqu’on répéte le test ?
- la rapidité: le test est il suffisamment rapide pour étre utile ?
- le rapport colit-avantage: le colt du test est il raisonnable au regard des

avantages qu’il présente pour la communauté ?
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I11.2. La validation

I1.2.1 Procédures de validation

La validation est la confirmation par examen et apport de preuves
-effectives du fait que les prescriptions particuliéres d’une méthode analytique en
vue d’une utilisation prévue, déterminée, sont remplies.

La validation a pour principal objectif de s’assurer qu’un test
microbiologique déterminé donnera des résultats suffisamment fiables et
reproductibles, compte tenu du but de I’analyse.

11 faudra donc définir correctement a la fois, les conditions dans lesquelles
le test sera utilisé et le but dans lequel il sera employé.

En effet, la validation inclut la spécification des exigences, la
détermination des caractéristiques des tests, ainsi qu’une déclaration relative 3 la

«validité,

H1.2.2 Définitions de quelques paramétres de validation
(38, 45, 44,54, 73, 75)

La validation d’une méthode permet de connaitre ses caractéristiques pour
définir et juger la qualité du processus analytique (reproductibilité,
répétabilité, précision, exactitude, spécificité, linéarité et domaine
d’utilisation, sensibilité, limite de détection) afin d’en préciser les limites
de validité.

.Ainsi, la validation consistera en I’évaluation de chacune des caractéristiques

precitées :

- linéarité et domaine d’utilisation ;

- répétabilité et reproductibilité ;
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- limite de détection ;
- précision ;

- exactitude ;

- sensibilité ;

- spécificité,

v" Linéarité ou domaine d’analyse

C’est I’évaluation de la limite haute et basse de la relation linéaire existant
entre la concentration de ’analyte et la dilution effectuée.

La linéarit¢ d’une méthode analytique est sa capacité 4 donner des
-résultats directement proportionnels 4 la concentration de I’analyte dans les
échantillons.

Ces caractéristiques sont déterminées en appliquant la méthode a une série
d’échantillons dont les concentrations en analyte couvrent tout le domaine
d’utilisation proposé.

Il faut analyser chaque dilution en triple, répéter I’essai, le cas échéant

dans d’autres conditions de temps.

v Limite de détection

C’est la plus petite quantité ou concentration qui peut-étre distinguée,
avec une probabilité connue, d’un blanc de la réaction réalisé dans les mémes
conditions.

Elle est égale & k fois I’écart-type de précision, mesuré sur le blanc. |

Si le nombre de valeur est égal 4 30, la valeur de 3 est retenue pourk ...

LD= SxK LD = Limite de détection

S = Fceart-type

K = Facteur dépendant du nombre de mesures effectuées
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v" Précision

C’est le degré d’accord entre les résultats obtenus lors d’essais différents.

Elle est mesurée par la dispersion des résultats individuels de part et
d’autre de la moyenne et, elle est généralement représentée par 1’écart-type ou
par le coefficient de variation, calculé aprés avoir appliqué la méthode compléte
de fagon répétée a un certains nombre d’échantillons identiques sur le méme lot

homogene du produit a analyser.

v" Répétabilité et reproductibilité

C’est I’évaluation de la dispersion des résultats obtenus 4 partir des
aliquotes d’un méme spécimen distribués dans une méme série d’analyse

(répétabilité), ou dans des séries différentes (reproductibilité).
+ Répétabilité

La mesure de la variation des résultats obtenus au sein d’un méme
laboratoire caractérise la précision obtenue lorsque la méthode est répétée par le
méme analyste dans les mémes conditions (réactifs, matériel, réglage,
laboratoire) dans un court intervalle de temps.

Il faut calculer les variances de chaque série de mesure, puis la variance

intra série ainsi que I’écart-type (S) en utilisant les formules :

V1 (nl-1) + V2 (n2-1) +... s=\/V

(n1-1)+ (n2-1) +...
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+ Reproductibilite

C’est la précision de la méthode lorsqu’elie est appliquée dans des
conditions différentes, généralement dans des laboratoires différents, & des
_€chantillons distincts, théoriquement identiques, prélevés sur le méme ot
homogene de produit a analyser.

La comparaison des résultats par différents analystes, avec un matériel
différent, &4 des dates différentes, peut aussi fournir des informations précises a
cet égard.

Il faudra alors calculer la moyenne et ’écart-type des valeurs obtenues
pour un méme spécimen au cours des séries indépendamment effectudes en

exploitant ies formules :

T Xi

n

ms=

Xi = Chaque valeur ; n = Nombre total de valeurs

S = Ecart-type ; m = Moyenne

s= |/ ZXi-my

n-1

v Spécificité

C’est 'aptitude d’une méthode a mesurer la concentration de 1’analyte
sans interférences de la part des autres constituants de 1’échantillon.
La sélectivité (ou I’absence de la sélectivité) peut s’exprimer par ’erreur

systématique constatée dans les résultats obtenus avec I’analyte en présence des
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concentrations escomptées des autres constituants, par comparaison des résultats

obtenus en 1’absence de ces substances.
v Sensibilité

C’est D'aptitude de la méthode a détecter de petites variations de
concentration.

Elle est représentée par la pente de la courbe d’étalonnage.

On doit éviter de donner & ce terme un sens plus général englobant la

limite de détection et/ou de dosage.

v' Exactitude et justesse

Evaluation de ’exactitude d’une méthode B par rapport 4 une méthode A
reconnue pour sa fiabilité (technique de référence), avec des spécimens de
controle.

L’exactitude d’une méthode est le degré de concordance entre les résultats

obtenus et la vraie valeur de la grandeur mesurée.

Remarque :

Toutes ces caractéristiques ne sont pas toujours applicables a toutes les
méthodes d’essai ni 4 tous les produits & analyser.

Dans tous les cas, chacune des caractéristiques de performance applicable
a la méthode analytique doit faire I’objet d’une évaluation fondée sur des

données expérimentales.

57






Travai personnel

I. MATERIEL ET MILIEUX

I.1. Matériel

I.1.1 Cadre d’étude

Ce travail a été effectué a I'unité de Recherche et de Biotechnologie
Microbienne de 1’'Hopital Aristide Le Dantec, un des nombreux Centres

Nationaux Hospitaliers Universitaires (CNHU) existant a Dakar.

I.1.2 Souches bactériennes

Les souches ont été choisies parmi celles du laboratoire provenant de
prélévements variés (selles, pus, sang,...).

Dans notre étude, nous nous sommes intéressés aux souches
multirésistantes, c'est-a-dire, a celles qui sont résistantes a plusieurs
antibiotiques dont elles sont habituellement sensibles.

Nous avons utilisé huit souches bactériennes qui ont été préalablement
identifiées puis conservées au laboratoire a la température de - 20°C. Aussi bien

coccl que bacilles ont été testés.
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Les différents cocci et bacilles ayant servi pour I’étude sont énumérés ci-

dessous :
BACILLES COCCI
Escherichia coli ATCC 25922 Staphylococcus aureus ATCC 29213
Escherichia coli Staphylococcus aureus
Klebsiella pneumoniae Enterococcus faecalis
Salmonella typhi

. Pseudomonas aeruginosa

Enterobacter cloacae

I.1.3 Matériel de laboratoire

v" Le matériel pour I’étude de la sensibilité

- Des boites de pétri

- Des écouvillons stériles

- Des tubes a hémolyse

- De ’eau physiologique stérile

- Une pince

- Des disques d’antibiotiques : Cefiriaxone, Gentamicine, Amikacine,

Amopicilline, Ciprofloxacine
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v Le matériel pour la réalisation des associations

- Les plagues de microtitration

Ce sont des plaques de microtitration CORNING stériles, a
conditionnement unitaire et  usage unique.
Ces plaques nous ont permis d’incuber I’ensemble des antibiotiques

incorporés dans I’AM3 et I’inoculum calibré.

- Les embouts stériles

Ceux-ci ont été stérilisés a ’autoclave ou au four a micro-ondes.

- Les tubes coniques et les tubes stériles de 10 ml

Ont permis de faire des dilutions d’antibiotique.

- Les micropipettes et le multipipetteur

Ont permis de prélever des microquantités de produit.

- Les pipettes et |’aide-pipetteur

L’aide-pipetteur a permis de pipeter par aspiration et de délivrer la quantité

de produit voulue par rejet.

- Les bacs a canaux

Ont servi au dépdt des produits. Ceci a facilité le prélévement.

- Le four a micro-ondes

Il a permis de stériliser le matériel 4 savoir :

» Les embouts
* Les canaux
» Les plaques
C’est un appareil performant qui stérilise en cinq a dix minutes tout le

matériel.
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- Les divers

* Un plateau en fer inoxydable afin d’y disposer les plaques
ensemencées disposées a étre incubée dans 1’étuve 4 37° C

* Un miroir-plan qui nous a permis de visualiser le changement de
coloration lors d’une culture positive ;

* Des tubes NUNC utilisés pour la conservation des souches et des
solutions méres d’antibiotiques a - 80°C ;

= Des portoirs ;

* Des seringues de 10 cc ;

* Des filtres de 22 pm ;

= Un bec bunsen ;

" Une anse de platine ;

»  Un bécher rempli d’eau de Javel ;

* Du papier buvard ;

* Un pH-metre ;

" Une étuve a37° C(...).

1.2. Milieux de culture et réactifs

1.2.1 Milieux de culture

» L’Antibiotic Medium 3 (AM3)

¢ Composition

Le milieu utilisé est I’Antibiotic Medium 3 (AM3), ou milieu pour
arliiplilgue, dont la composition, pour 500 g et un pH final égal 4 7,0 = 0,1 est
la suivante :
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- Extrait de viande 1,5¢
- Extrait de levure I,5g
- D(+)—Glucose lg
- Peptone de gélatine S5g
- Chlorure de sodium 35¢
- Potassium di-hydrogénophosphate 1,32 ¢
- Di-potassium hydrogénophosphate 3,68 ¢

Dans ce milieu, nous avons incorporé 1g /L de glucose et 20 ml de rouge

de phénol a 1%.

Il nous a permis de réaliser les dilutions des antibiotiques qui étaient les

suivants :
Ceftriaxone : CRO
Amikacine : AMK
Ampicilline : AMP
Gentamicine : GEN
Ciprofloxacine : CIP

e Préparation

- Pesées des différents composés

La pesce consistalt a prélever au moyen d’une spatule préalablement nettoyée, le
composée pour ensuite le déposer sur une balance tarée :

- 17,5 g de poudre déshydratée d”’AM3

- 1 g de glucose anhydre déshydraté
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- Dissolution

- Tapoudre d°AM3 ainsi prélevée a été dissoute dans 1000 ml (soit 1 L) d’eau
distillée mesurée a I’aide d’une éprouvette graduée.

.- Le tout a été mélangé puis porté & ébullition en agitant soigneusement
jusqu’a dissolution compléte de la poudre.

- Toujours a ébullition, 1 g de poudre de glucose anhydre a été ajouté au
mélange.

- Enfin, aprés dissolution totale des différents constituants, le milieu a été
transvasé dans un récipient adéquat puis 20 ml de Rouge de Phénol 4 1% y

ont €té rajoutés,

Rappelons que le Rouge de Phénol est un indicateur coloré dont la zone
-de virage se situe aux environs de la neutralité. Il vire au jaune pour un pH
inférieur a 6,2 (acidité) et au rouge pourpre pour un pH supérieur 4 8 (alcalinité).
Celui-ci a été préparé par dissolution de 0,1 g de poudre de Rouge de Phénol
dans 100 ml d’eau distillée.

- Ajustement du pH

Un milieu de culture est le plus souvent neutre ou trés légérement basique,
exceptionnellement, il peut-étre franchement alcalin ou acide.

De toute fagon, il est essentiel que la mesure de cette acidité, neutralité ou
alcalmité soit effectuée correctement.

Cette mesure correspond a la concentration en ions hydrogéne (H) du
milieu, autrement dit, au pH dont I’échelle des valeurs s’étend de 1(extréme
acidité) a 14 (extréme alcalinité).

Amsi le pH du milieu AM3 préparé a été contrdlé puis ajusté a la

neutralité (7,2 - 7,3) selon deux possibilités, en fonction du pH initial du milieu :
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v' pH initial inférieur au pH désiré (donc trop acide) : Ajouter quelques
gouttes de soude diluée (environ au 1/100), mélanger, vérifier le
nouveau pH, recommencer 1’opération si nécessaire ;

v’ pH initial supérieur au pH désiré (donc trop alcalin) : Ajouter quelques
gouttes d’acide chlorhydrique (HCI) dilué (environ au 1/20), mélanger

b

vérifier.

- Autoclavage

Une fois le pH du milieu ajusté, la stérilisation a été effectuée a

’autoclave & 115-120°C pendant 20 minutes.

» Autres milieux de culture

D’autres milieux ayant servi a ’isolement et au contrdle des souches ont

également été utilisés :

- Gélose Muéller-Hinton

- Gélose Eosine Méthyléne Blue (EMB)
- Gélose au Sang Ordinaire (GSO)

- (élose Hektoen

1.2.2 Réactifs

> Solutions tampons

Les solutions tampons utilisées sont constituées de :
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Tampon Phosphate pH 8

- Phosphate monosodique 0,0524 g
- Phosphate dipotassique 1,673 g

Tampon Phosphate pH 6

- Phosphate monosodique 8g
- Phosphate dipotassique 2g

Pour chaque tampon, les différentes quantités pesées ont été dissoutes
dans 100 ml d’eau distillée.

Le pH a €té ajusté selon les besoins avec de ’acide chlorhydrique (HCI)
0,1 N ou de la soude NaOH.

Par la suite, ces solutions tampons ont été autoclavées a 120°C pendant

20 minutes.

» Solutions méres d’antibiotiques

Concernant la préparation des solutions méres d’antibiotiques, il faut
noter que certaines poudres d’antibiotiques ne sont pas pures.

Tenant compte du degré d’impureté, le fabriquant a indiqué D’activité
spécifique de la poudre.

Deux variantes d’une méme formule ont permis de déterminer soit la

masse de poudre, soit le volume de solvant & utiliser :

Masse (g) = Volume (ml) x Concentration désirée (ng/ml)

Activité spécifique (ug/g)

Volume (ml) = Masse (g) x Activité spécifique (ug/g)

Concentration désirée (ig/ml)

65



Travail personnel

La masse de poudre ainsi déterminée a été diluée soit dans un tampon, soit

dans de ’eau distillée.

Les solvants et diluants utilisés pour la confection de chaque solution

mere d’antibiotique sont représentés dans le TABLEAU XI :

TABLEAU XI : Solvants et diluants des antibiotiques (83)

Antibiotiques Solvants Diluants
Ciprotloxacine Eau distillée Eau distillée
Gentamicine Eau distillée Eau distillée
« Ceftriaxone Tampon Phosphate pH6 | Eau distillée ou Tampon Phosphate pH6
Amikacine Eau distillée Eau distillée
Ampicilline Tampon Phosphate pHS Eau distillée ou Tampon Phosphate pH8

Ainsi, la quantité de poudre ou de solvant, une fois obtenue, a permis de
préparer la solution meére d’antibiotique de concentration finale égale
a 10,240 mg/ml.

Celle-ci a été homoggnéisée, filtrée, aliquotée puis congelée a -80°C avant

son utilisation.

II. STANDARDISATION

I1.1. Controle des souches

Le laboratoire doit conserver une série de souches de références dont une

liste est proposée dans le TABLEAU XII :
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TABLEAU XII : Souches de références proposées pour le controle de

qualité (16)

Streptocoques

Staphylocoques

Enterococcus

Staphylococcus aureus

Enterococcus faecalis agalactiae

Micrococcus sp

Enterococcus faecalis ATCC 29212

Staphylococcus epidermidis

Streptococcus bovis

Staphylococcus saprophyticus

“Strepto. D non entérocoques

Staphylococcus capitis

Streptococcus milleri

Staphylococcus xylosus

Streptococcus equinus

Staphylococcus cohnii

Streptococcus sanguis

Staphylococcus haemolyticus

Streptococcus bovis

Staphylococcus warneri

Streptococcus preumoniae

Strepiococcus equi

Streptococcus mutans

Entérobactéries

Mycoplasmes urogénitaux

.Salmonella typhi

Ureaplasma urealiticum

Enterobacter cloacae

Mycoplasma hominis

Escherichia coli ATCC 25922

Klebsiella pneumoniae

Proteus mirabilis

Shigella flexneri

Pseudomonas aeruginosa

Citrobacter malonaticus

Citrobacter freundii
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Ces souches peuvent étre obtenues dans le cadre du travail ordinaire,
achetées dans le commerce ou étre fournies par des laboratoires efficaces.

Par mesure de sécurité, la réidentification des souches bactériennes a été
réalisée avant chaque manipulation.

Le schéma habituel pour ’identification des souches bactériennes a été
utilisé.

En effet, les souches ont été réisolées sur des géloses ordinaires ou
enrichies, puis identifiées par des galeries classiques complétées par des

minigaleries d’identification.

11.2. Controle des milieux

Avant d’utiliser le milieu de culture, nous avons réalisé au préalable un

-contréle de qualité de la stérilité et de ’efficacité.

- Test de stérilité

[1 est nécessaire avant 1’ utilisation du milieu d’étude.

Un volume équivalent a 2 ml du milieu a été prélevé en tube stérile, sans
inoculum, puis incubé a 37°C pendant 24 heures.

Le milieu est considéré comme stérile s’il y a absence de virage de

I’indicateur coloré.

- Epreuve d’efficacité

Elle se traduit par la capacité du milieu a changer de coloration apres test
par les souches de référence Escherichia coli ATCC 25922 et Staphylococcus
aureus ATCC 29213,
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La démarche a suivre lorsque des épreuves d’efficacité sont effectuées sur
q

de nouveaux lots est la suivante :

- Préparer une suspension de la souche de référence avec un trouble & peine
visible, équivalent a celui de I’étalon Mac Farland 0,5 et utiliser le
contenu d’une anse comme inoculum.

- Laisser incuber pendant la durée habituelle, puis lire le résultat.

- Noter soigneusement le résultat.

L’utilisation des souches de référence est nécessairement testée dans les

mémes conditions pour valider la qualité des manipulations.

I1.3. Antibiogrammes de contrdle

Afin de valider I’exactitude de nos résultats, des contrdles ont été réalisés

a ’aide d’antibiogrammes standards avant chaque manipulation.

¢ Principe

L’antibiogramme a pour but de déterminer la Concentration Minimale
Inhibitrice (CMI) d’une souche bactérienne vis-a-vis de divers antibiotiques.

La CMI est la plus faible concentration d’antibiotique capable de
provoquer une inhibition compléte de la croissance d’une bactérie.

Le résultat pratique est la classification du microorganisme dans la

‘catégorie Sensible (S), Intermédiaire (I) ou Résistant (R) 4 chaque antibiotique.
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¢ Technique

L’antibiogramme a été effectué sur milieu gélosé Muéller-Hinton.

Dans un premier temps, nous avons préparé une suspension d’opacité
¢quivaiente a i’échelle 0,5 Mac Farland dans de I’eau physiologique, & partir
d’une culture de 24 heures. Puis, différents inocula ont été préparés en procédant

“ades dilutions en fonction de Pespéce recherchée :

- 1/100 pour les Staphylocoques et Streptocoques

- 1/1000 pour les Entérobactéries et les Pseudomonas

L’ensemencement a été réalisé a 1’aide d’un écouvillon stérile, imbibé de
la suspension bactérienne précalibrée, passé sur toute la surface de la gélose par
rotation de 90° afin d’assurer une bonne distribution de I’inoculum.

Enfin, des disques de papier buvard imprégné des antibiotiques a tester
‘ont été déposés a la surface du milieu gélosé a I’aide de pinces en appuyant
légérement.

L’incubation a été faite dans une étuve a37°C pendant 18 a 24 heures,

e Lecture et interprétation

Aprés incubation, le diamétre de la zone d’inhibition (en millimétres) pour
chaque antiviviique correspondant & une absence de culture, a été mesuré a

I’aide d’un pied a coulisse.

Lorsque la technique est parfaitement standardisée, les diamétres des

zones d’inhibition dépendent uniquement de la sensibilité du germe.

70



Travail personnel

Il convient de noter que :

- sl le diamétre mesuré est inférieur au diamétre correspondant 3 la

concentration critique supérieure, la souche est Résistante.

- si le diamétre mesuré est supérieur au diameétre correspondant a la

concentration critique inférieure, la souche est Sensible.

- si le diamétre mesuré est compris entre les diamétres correspondant aux deux

concentrations critiques, la souche est de sensibilité Intermédiaire.

.Les CMI et profils de sensibilité obtenus sur plaques ont été comparés a ceux de

I’antibiogramme standard afin de valider la qualité de nos résultats.

I1I. METHODE

ITI.1. Apprétement des microplagues de sensibilité

Le pouvoir synergique des différentes associations d’antibiotiques ci-
"dessous, peut-€tre visualisé et quantifié au laboratoire par la technique de

« I’Echiquier » :

Ceftriaxone - Gentamicine . CRO - GEN
Ceflriaxone - Amikacine : CRO - AMK
Cefiriaxone - Ciprofloxacine CRO - CIP
Ampicilline - Gentamicine : AMP - GEN
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Pour ce faire, nous avons pratiqué en série, des dilutions au demi des deux
antibiotiques a tester dans un bouillon AM3 contenant 1g/L de glucose et 20
ml/L. de Rouge de Phénol & 1%.

Ensuite, dans les 96 puits d’une microplaque, chacune des dilutions de
'un des antibiotiques a été réparti, seul ou en association avec chacune des
dilutions de I’autre antibiotique.

La gamme de concentration est réalisée par la suite, selon une progression

géométrique de raison 2; le volume final étant de 100pl.

IIL2. Préparation de Pinoculum

L’inoculum a été préparé en réalisant une suspension de 4 a 5 colonies
bien isolées au moyen d’une anse de platine, obtenues a partir d’une culture
Jjeune de 18 a 24 h.

Cette suspension de germes a été préparée extemporanément a partir
d’eau physiologique de maniére a obtenir une suspension d’opacité équivalente
a 0,5 Mac Farland soit une concentration finale de 107 Unités Formant
Colonies/ml (UFC/ml) de la souche a étudier sous un volume de 50 mi.

Afin d’approcher le mieux possible de la concentration désirée, les

recommandations qui figurent dans le tableau suivant ont été suivies :
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TABLEAU XIII: Recommandations pour la réalisation d’un inoculum
égal a environ 10’ UFC/ml (55)

Souche pure a étudier en
milieu liquide de 10m]
Germes Bouillon de dilution sous 50 ml | (culture-bouillon de 4h agité

au bain-marie & 37°C)

Staphylococcus coagulase + | Muéller-Hinton 0,6 ml
Staphylococcus coagulase - | Muéller-Hinton | ml
Pseudomonas sp. Muéller-Hinton Imi
Entérobactéries Muéller-Hinton 0,6 ml
Streptococcus sp. Mugéller-Hinton éventuellement 2 ml

enrichi selon les besoins

II1.3. Ensemencement des plaques

L’inoculum ainsi obtenu a été transvasé dans les bacs a canaux,
permettant a la multipipette d’en é&tre chargée, puis transféré
précautionneusement avec un quota d’inoculum, égal a 10 ul, dans les cupules.

Une fois I’ensemencement effectug, les plaques ont été incubées a 37°C

pendant 18 h.

Exemple pratique

Soit I’exemple d’une association de deux antibiotiques A et B vis-a-vis

d’une souche bactérienne X donnée.
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A = antibiotique A
B =  antibiotique B
X = souche quelconque

Le puits Al constitue la cupule témoin.

Du puits A2 au puits A12, antibiotique A a été reporté de 0,12 a 128
mg/1..

Du puits B1 a4 H1, I’antibiotique B de 0,12 4 8mg/L.

Duns ies autres puits, chaque concentration de I’antibiotique A est

associée avec chacune des concentrations de antibiotique B.

012 0,250,5 1 2 4 § 16 32 64 128 (mgA)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Antibiotique A

AlDODOOQOOCOOO0O0)
MmEBEOOOO0OQOQOO000
OO0 O0OOO0000QQ
D OOOOCOO00QQOO0Q
1E[QOO0OOO00Q000O0
FIOOOOOOQOOQOO0Q
+ 6000000000000
B{e)ejefefoYe)efoXo)oLeXe]

Antibiotique

FIC : CUCMI

II1.4. Résultat et interprétation

111.4.1 Lecture

Lorsqu’il y avait pousse, le glucose contenu dans le milieu était
consomme par les bactéries, se traduisant par un phénomene d’acidification du

milieu avec virage de I’indicateur coloré du rouge au jaune.
g
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La lecture des plaques a consisté en la détermination de la Concentration
Minimale Inhibitrice (CMI) et de la Concentration Inhibitrice (CI) pour chaque

antibiotique.

111.4.2 Interprétation

Nous avons ainsi constaté que la CMI de Iantibiotique A est de 16 mg/L
et 8 mg/L pour I’antibiotique B. |

Dans chaque rangée et dans chaque colonne, les plus faibles
Concentrations Inhibitrices (CI) de chaque antibiotique sont relevées et
rapportées & la CMI, ce qui permet de définir un FIC = CI/CMI et un index des

deux antibiotiques en association égal 4 :

LIA) + C(B)
CMI CMI

Cet index est calculé dans chaque rangée, mais seul le FIC index le plus
bas est considéré comme caractéristique de 1’association.

Pour que I’association soit considérée comme synergique, il faut que le
FIC index soit inférieur a 1.

Si nous retenons comme caractéristique le FIC index le plus bas, nous
constatons alors que ’association est trés fortement synergique sur la souche.

Si les différents points sont reportés sur un graphique, nous déterminons
‘une courbe d’activité antibactérienne (ISOBOLOGRAMME) des fractions de

CMI et des associations d’antibiotiques.
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Antibiotique B
(mg/l)

64 |

; : e — . = Antibiotique A
o 012 025 051 2 4 8 {mg/l)

D’un point de vue pratique, nous concevons que sur le plan
pharmacocinétique, deux antibiotiques associds et synergiques conservent plus
longtemps leur activité antibactérienne au niveau du foyer infectieux ou
I’acquiérent lorsqu’ils différent in situ d’une concentration inférieure a leur

CML

Dans I’exemple théorique ci-dessus, ’association des antibiotiques A+B
.est dite additive, car elle produit un effet antibactérien uniquement & une

concentration égale a la moitié de la CMI de A et de B.
Les associations A+C et A+D sont synergiques (concentrations actives au

moins inférieures au quart de la CMI) mais, celle de A+D est plus synergique

que celle de A+C, car elle nécessite des concentrations deux fois plus faibles.
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FRACTION de CMI

A wt—— CMI de A

1/1]
1= A+B
1/2)
1/41
/4 CMI de
B

8l C
1/ D
0 1,’6‘ 1,r'l4 1,r;2 i/1 -

FRACTION DE CMI

Les résultats observés en microplaque peuvent &tre rapportés sous forme
de courbe (ISOBOLOGRAMME).

A noter qu’un index FBC (Fractionnal Bactericidal Concentration) peut-

etre calculé de la méme fagon avec les concentrations bactéricides.

I11.5. Données de I’étude

II1.5.1 Définition des variables

Durant cette étude, trois variables ont été prises en compte :

- La Concentration Inhibitrice (CI) qui est la plus faible concentration

inhibant toute croissance bactérienne visible.
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- Le Fraction Inhibitory Concentration (FIC) qui a été obtenue a partir de la
Cl rapportée & la CMI (Concentration Minimale Inhibitrice) indiquée par
le fabriquant.

- La FIC index, qui est la somme des FIC des deux antibiotiques (A et B)

associés.

Pour chaque souche testée, ces trois variables, déterminées par les
antibiotiques seuls ou associés, ont permis de définir les interactions.
Ainsi, I’association est dite ;

Synergique : Lorsque le FIC index est inférieur ou égal a 0,5
Additive  : Lorsque le FIC index est égal & 1
Indifférente : Si le FIC index est supérieur & 1, mais inférieur ou égal a4

Antagoniste : Si le FIC index est supérieur a 4

II1.5.2 Mode de recueil des données

Les données ont été collectées au moyen d’une fiche standardisée non

codifiee.

ITI1.5.3 Circuit de I’information

Les données collectées sur la fiche ont été saisies a I’ordinateur au fur et a
mesure de leur recueil.

Les deux supports (papier et électronique) seront conservés au laboratoire.

II1.5.4 Analvse des données

Les données recueillies ont été analysées avec le logiciel WHONET 5.4

Juillet 2006.
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Résuliats et commentaires

L. RESULTATS DES CONTROLES

1.1. Tests de stérilité

I.1.1 Milieux de culture

Au bout de 24 heures d'incubation a l'étuve 37°C, nous n'avons constaté
aucune pousse de bactéries sur les milieux de culture. Nous avons pu en conclure

que les milieux étaient stériles.

De méme, une absence de virage de l'indicateur coloré a pu étre notée au

_bout de 24 heures d'incubation de I'échantillon d'AM3 qui est resté rouge.

Nous en avons donc conclu que ce milieu était stérile.

1.1.2 Tampons

Le méme constat a été fait, aucune pousse de bactéries aprés 24 heures

d'incubation a I'étuve 37°C ; les tampons étaient stériles.

1.2, Tests d'efficacité

Au bout de 18 heures d'incubation d'un échantillon du milieu AM3 testé par
des souches de référence (Escherichia coli ATCC 25922 et Staphylococcus aureus
ATCC 29213) a I'étuve 37°C, un changement de coloration du rouge au jaune a été
observe. Ceci nous a permis de dire que le milieu était efficace. De plus, le contréle
des souches de référence a pu étre effectué avant chaque manipulation et dans les

mémes conditions afin de valider la qualité de nos travaux.
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I.3. Antibiogrammes de contréle

Durant notre étude, les antibiogrammes de contréle réalisés au laboratoire
pour Pensemble des souches bactériennes ont donné les résultats consignés dans Ie
tableau ci-dessous représentant le profil de sensibilité de chaque souche en fonction

de I’antibiotique testé.

TABLEAU X1V : Résultats des antibiogrammes de contrdle
Antibiotiques Profil de sensibilité
Souches Ceftriaxone | Gentamicine | Amikacine | Ampicilline Ciprofloxacine
Staphylococcus R R R S R
aureus
Enterococcus faecalis R | R S S
Salmonella typhi S S S S S
Escherichia coli R R R R I
Enterobacter cloacae R R S R R
Pseudomonas I R S R R
aeruginosa
Klebsiella R R S R I
preumoniae
R : Résistante ; S : Sensible; I : Intermédiaire
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11. SENSIBILITE DES SOUCHES AUX DIFFERENTS

ANTIBIOTIQUES UTILISES

.TABLEAU XV: Critéres d’interprétation de la sensibilité selon les antibiotiques

Concentrations critiques (ug/ml)
Antibiotiques Sensibles Résistantes
Ceftriaxone <4 >32
Gentamicine <4 >8
Amikacine <8 > 16
Ampicilline Inconstante >16
Ciprofloxacine <1 >2

La technique utilisée a été celle de la CMI en plaque qui a consisté a
déterminer la plus petite concentration d'antibiotique a partir de laquelle aucune

culture n'est visible a 1'oeil nu.

Cependant, cette technique a quand méme présenté des limites par rapport
NAT 1z

aux CMI icalisées en boite de gélose, car ne permettant pas de déterminer les

concentrations A partir desquelles une souche est dite intermédiaire.
Par conséquent :

- Lasouche est résistante, ce qui s'est traduit par I'assimilation du glucose dans
le milieu avec virage de l'indicateur coloré du rouge au jaune: c'est une

culture positive ;
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- Ou alors, la souche est sensible, dans ce cas, le glucose n'a pas été assimilé et
la coloration initiale du milieu est restée la méme tradujsant une culture

négative.

Par rapport a chaque antibiotique utilisé seul, un tableau illustrant la sensibilité de

chacune des souches testée a été dressé -

TABLEAU XV1I : Sensibilité des souches vis-a-vis des différents antibiotiques

utilisés

Souches Concentrations Minimales Inhibitrices (ug /ml)

CRO GM CIP AMK AMP
S.aureus > 128 > 8 > 8 > 8 8
E.faecalis > 128 > 8 | > 8 4
S.typhi 0,12 0,5-1 0,12 1-2 0,12-0,25
E.cloacae > 128 >8 > 8 1 > 128
E.coli > 128 >8 1 > 8 > 128
P.aeruginosa 8-16 > 8 > 8 2-8 > 128
K.pneumoniae | > 128 > 8 8 8 > 128

- Sensibilité des souches vis-a-vis de la Ceftriaxone

Les souches testées ont manifesté une forte résistance par rapport a cet
antibiotique au cours de notre étude. Pour la plupart des bacilles & Gram négatif du
groupe des Enferobacter, notamment Enterobacter cloacae, Escherichia coli ou
Klebsiella pneumoniae, des CMI supérieures & 128 ug/ml ont été notées.
L’absence de sensibilité des cocci & Gram positif était ici, un élément notoire. En
somme, ces résultats ont laissé présager d’une relative inefficacité d’une

antibiothérapie probabiliste & la Ceftriaxone.
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- Sensibilité des souches vis-a-vis de la Gentamicine

La plupart des souches testées, a I’exception de Salmonella typhi, ont

présenté une parfaite résistance a la Gentamicine.

- Sensibilit€ des souches vis-a-vis de la Ciprofloxacine

La Ciprofloxacine a rencontré une forte résistance aprés avoir &té testée sur
les Entérobactéries dont seuls Salmonella typhi et Escherichia coli se sont
avérés sensibles, avec des CMI respectives de 0,12 et 1. Cependant,
Enterococcus faecalis s’est montré sensible a cet antibiotique, avec une CMI

a la limite des valeurs critiques.

- Sensibilité des souches vis-a-vis de 1’ Amikacine

Les Entérobactéries seules ont présenté une bonne sensibilité vis-a-vis de cet

antibiotique.

- Sensibilité des souches vis-a-vis de I’ Ampicilline

L’ Ampicilline a eu une tres faible action sur les bacilles 3 Gram négatif en
genéral, se traduisant par des CMI supérieures a 128 pg /ml. Concernant les

coccl & Gram positif, une bonne efficacité de cet antibiotique a été observée.

Ainsi, en fonction des CMI retenues pour I’ensemble des souches par rapport
a chaque antibiotique, nous avons pu en déduire que les résultats de nos tests

€taient superposables & ceux des antibiogrammes de controle.
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I1I. PROFIL DE SENSIBILITE AUX DIFFERENTES
ASSOCIATIONS D’ANTIBIOTIQUES

Nous signalons 4 nouveau qu’avant chaque association, le contrdle des
souches de référence (Escherichia coli ATCC 25922 et Staphylococcus aureus

ATCC 29213) a été réalisé afin de valider la qualité des manipulations effectudes.

De plus, il convient de rappeler que la valeur d’une association

d’antibiotique est quantifiée par I’index FIC :

CMI de A avec B + CMI de B avec A
CMI de A seul CMI de B seul

FIC=FICA+FICB =

Une association est dite :

- Synergique : quand I’index FIC est inférieur ou égal 4 0,75
- Additive : quand I’index FIC est égal a 1
- Indifférente : quand I’index FIC est strictement supérieur a 1 et ne dépasse pas 2

- Antagoniste : quand I’index FIC est strictement supérieur a 2.
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II1.1. Sensibilité de Staphylococcus aureus aux

différentes associations d’antibiotiques

TABLEAU XVII: Sensibilité de S .aureus vis-a-vis des associations
d’antibiotiques utilisées

Association d’ATB Fraction Inhibitory Concentration

CRO-GM | CRO-AMK | CRO-CIP | AMP-GM
Comportement de

I’association A’ATB
Synergie - - - -

Addition - - - 1

Indifférence - - - -

Antagonisme - - - -

ATB : Antibiotique ; (-) : Indéterminé.

Ceftriaxone — Gentamicine : Cette association n’a pas été efficace sur la

.souche de Staphylococcus aureus testée.

Ceftriaxone — Amikacine : De méme, cette association n’a pas eu d’effet sur

la souche, ce qui s’est traduit par une résistance notoire de Staphylococcus aureus

vis-a-vis de cette association.

Ceftriaxone — Ciprofloxacine : Aucun effet n’a été noté. La souche testée est

résistante a cette association.

Ampicilline — Gentamicine : Cette association, quant a elle, a donné de bons

résultats vis-a-vis de la souche testée, ce qui s’est traduit par un effet additif (FIC =

1.
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I11.2. Sensibilité d’Enterococcus faecalis aux

différentes associations d’antibiotiques

TABLEAU XVI1I : Sensibilité d’E. faecalis vis-a-vis des associations
d’antibiotiques utilisées

Association d’ATB Fraction Inhibitory Concentration

Comportement de CRO'GM CRO-AMK CRO-CIP AMP-GM

I’association d’ATB
Synergie - - - 0,5

Addition - - - -

Indifiérence - - - -

Antagonisme - - 4 -

Ceftriaxone -~ Gentamicine : La souche testée s’est montrée résistante & cette

association d’antibiotiques.

Ceftriaxone - Amikacine : De méme, cette association a été de faible

efficacité sur la souche d’Enterococcus faecalis testée.

Ceftriaxone - Ciprofloxacine : Avec un FIC élevé, cette association a

.présenté un effet antagoniste sur la souche.

Ampicilline - Gentamicine : Cette association a donné les meilleurs résultats

par I"obtention d’une bonne inhibition des souches avec un effet synergique.
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II1.3. Sensibilité de Salmonella tvphi aux

différentes associations d’antibiotiques

TABLEAU XIX: Sensibilité de S. typhi vis-a-vis des associations
d’antibiotiques utilisées

Association d’ATB Fraction Inhibitory Concentration

CRO-GM | CRO-AMK | CRO-CIP | AMP-GM
Comportement de

Passaciation d’ATB
Synel‘gie 0362 0553 = 033

Addition - - 1 -

Indifférence - - - _

Antagonisme - - - -

Ceftriaxone — Gentamicine : Une bonne efficacité de ’association CRO-GM

sur la souche de Salmonella typhi testée a été observée ; ce qui s’est traduit par un

effet synergique.

Cefiriaxone — Amikacine : De méme, ’effet de cette association a révélé un

effet synergique sur la souche de Salmonelle testée avec un FIC égal 4 0,53.

Ceftriaxone — Ciprofloxacine : La combinaison CRO-CIP aussi, a eu une

bonne activité sur la souche testée avec un FIC égal & 1, ce qui s’est traduit par un

effet additif.

Ampicilline — Gentamicine : Effet synergique de cette association sur la

souche festée qui s’est avérée de bonne sensibilité,
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H1.4. Sensibilité d’Enterobacter cloacae aux

différentes associations d’antibiotiques

TABLEAU XX: Sensibilité d’E. cloacae vis-a-vis des associations
d’antibiotiques utilisées

Association d’ATB Fraction Inhibitory Concentration

CRO-GM (CRO-AMK | CRO-CIP { AMP-GM
Comportement de

1’association d’ATB

Synergie - - - -

Addition - - - -

Indifférence - - - -

Antagonisme - 4 - -

La souche d'Enterobacter cloacae testée a fait preuve d’une forte résistance

par rapport aux associations mises en ceuvre.

En effet, trois des associations utilisées telles que 1’association Ceftriaxone-
Gentamicine, Ceftriaxone-Ciprofloxacine ou encore Ampicilline-Gentamicine se

sont avérées inefficaces sur la souche.

Cependant, avec un FIC égal a 4, seule la combinaison Ceftriaxone-

Amikacine a fait preuve d’un effet antagoniste vis-a-vis de cette souche.
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II1.5. Sensibilité d’ Escherichia coli aux

différentes associations d’antibiotiques

TABLEAU XXI: Sensibilité d’E. coli vis-a-vis des associations
‘ d’antibiotiques utilisées

Association d’ATB Fraction Inhibitory Concentration

Comportement CRO-GM | CRO-AMK | CRO-CIP AMP-GM

de ’association d’ATB

Synergie - - 0,5 -

Addition - - - -

Fndifférence - - - -

Antagonisme - - - -

Ceftriaxone - Gentamicine : Inefficace sur la souche d’E.coli testée qui

s’est avérée résistante a cette association.

Ceftriaxone —Amikacine : De méme, cette souche a manifesté une forte

résistance par rapport a 1’association CRO-AMK.

Ceftriaxone-Ciprofloxacine : L’action de cette combinaison d’antibiotiques a

manifesté de trés bons résultats vis-d-vis de la souche testée. Ainsi, avec un FIC

égal a 0,5, son effet est synergique sur la souche d’ Escherichia coli.

Ampicilline — Gentamicine : Malheureusement, cette association s’est aussi

avérée inefficace sur la souche testée.
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I1L.6. Sensibilité de Pseudomonas aeruginosa aux

différentes associations d’antibiotiques

TABLEAU XXII : Sensibilité de P. aeruginosa vis-a-vis des associations
d’antibiotiques utilisées

Association d’ATB Fraction Inhibitory Concentration

Comportement de CRO-GM | CRO-AMK | CRO-CIP | AMP-GM

I’association ’ATB

Synergie - 0,53 - -

Addition 1 - - -

Indifférence - - 2 -

Antagonisme - - - -

Ceftriaxone — Gentamicine : Une bonne efficacité de I’association CRO-GM

a ¢té observée sur la souche de Pseudomonas aeruginosa testée en donnant un effet

additif avec un FIC égal a 1.

Ceftriaxone — Amikacine : Cette association a donné les meilleurs résultats

vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa se traduisant par un effet synergique.

Ceftriaxone — Ciprofloxacine : Faible efficacité de cette combinaison

d’antibiotiques sur la souche testée. Avec un FIC égal 4 2, [’association CRO-CIP

vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa est indifférente.

Ampicilline — Gentamicine : Activité nulle de cette association sur la souche

testée qui s’est avérée résistante a I’ensemble.
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I11.7. Sensibilité de Klebsiella pneumoniae aux

différentes associations d’antibiotiques

TABLEAU XXII1: Sensibilité de K. preumoniae vis-a-vis des associations
d’antibiotiques utilisées

Association d’ATB Fraction Inhibitory Concentration

CRO-GM | CRO-AMK | CRO-CIP AMP-GM
Comportement de

I’association d’ATB

Synergie - 0,5 0,5 -

Addition - - - -

Indifférence - - - -

Antagonisme - - - -

Ceftriaxone — Gentamicine : Une forte résistance de la souche testée vis-a-

vis de cette association d’antibiotiques a été observée durant notre étude.

Ceftriaxone — Amikacine : Cette association a été plus efficace sur Klebsiella

preumoniae. Avec un FIC de 0,5, elle a manifesté un effet synergique sur la souche

testée.

Ceftriaxone — Ciprofloxacine : De méme, on a noté une excellente activité de

.cette association vis-a-vis de Klebsiella pneumoniae avec un FIC égal a 0,5, c'est-a-

dire, un effet synergique.

Ampicilline — Gentamicine : La souche de Klebsielle testée s’est avérée

résistante a cette combinaison d’antibiotiques.
q
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I11.8. Sensibilité de I’ensemble des souches aux

différentes associations d’antibiotiques

Sur un effectif de sept souches bactériennes testées dont cing bacilles 2 Gram

négatif et deux cocci @ Gram positif, le comportement des différentes associations

d’antibiotiques a pu étre résumé comme suit :

TABLEAU XXIV : Sensibilité de I’ensemble des souches vis-a-vis des

associations d’antibiotiques utilisées

Association
d’ATB
CRO-GM CRO-AMK CRO-CIP AMP-GM
Comportement de
I’association
d’ATB
Salmonella Escherichia coli Enterococcus
typhi Klebsiella Jaecalis
Synergie Salmonella Pseudomonas preumoniae Salmonella typhi
typhi aeruginosa
Klebsiella
preumoniae
Addition Pseudomonas - Salmonella typhi | Staphylococcus
aeruginosa aureus
Indifférence - - Pseudomonas -
aeruginosa
Antagonisme - Enterobacter Enterococcus -
cloacae faecalis
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L’association Ceftriaxone-Amikacine a été une association trés efficace
durant cette étude. Son activité a été remarquable en donnant sur I’ensemble des

souches trois cas d’effets synergiques, bien qu’un effet antagoniste ait été noté.

Aussi, I’association Ceftriaxone-Ciprofloxacine s’est avérée étre trés active
sur I’ensemble des souches avec deux cas de synergie, un cas d’addition, un cas

d’indifférence et un cas d’antagonisme.

Nous avons noté, par conséquent la bonne efficacité de ces deux associations

d’antibiotiques sur les Entérobactéries testées.

Concernant 1’association Ampicilline-Gentamicine, les résultats obtenus ont
fait preuve d’une assez bonne efficacité avec deux effets synergiques et un effet
additif. Cette association s’est présentée durant notre étude comme I’association de

choix sur les cocci & Gram positif testés.

Cependant, 1’association Ceftriaxone-Gentamicine, avec seulement un effet
synergique constaté et un cas d’addition, s’est avérée beaucoup moins active que

les autres combinaisons d’antibiotiques testées sur I’ensemble des souches.

93



Résultats ef commentaires

IV. REPETABILITE

IV.1. Parameétres de répétabilité

Soit Yij les données dans les groupes d’essais avec nj répétitions.

- Moyenne mj des nj répétitions du groupe j :

nj
> Yij
i=1
mj =
nj

- Variance Sj* des nj répétitions du groupe j :

nj
Y (Yij—mj)
i=1
Sj* =
nj - 1

- L’écart-type a I’intérieur du groupe j est donné par :

Sj=Sj?

- Coefficient de variation de la répétabilité :

Sj.100

mj
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IV.2. Résultats des tests

IV.2.1 Staphylococcus aureus

TABLEAU XXV : Résultats des tests de répétabilité des différentes

associations d’antibiotiques sur S. aureus

ATB Profil de sensibilité
Essals CRO-GM | CRO-AMK | CRO-CIP | AMP-GM
I R R R 1
.II R R R 1
III R R R 1
Moyenne des FIC - - - 1
Variance | - - - 0
Ecart-type - - 0
Coefficient de variation - - - 0
R : Résistant (-) : indéterminé

Pour chaque essai, le FIC index le plus bas a été choisi pour le calcul du
coefficient de variation.

La variance de répétabilité ainsi que le coefficient de variation observés
durant cette étude étaient insignifiants; par conséquent, les essais de répétabilité
de la méthode ont été satisfaisants.

Pour certaines associations, une résistance a été notée sur toute la plaque.
Ce qui a rendu impossible le calcul d’un FIC et par conséquent, la détermination

de la moyenne.

Cependant, vu que le méme profil est apparu a tous les essais, le coefficient

de variation est moindre et donc, la méthode répétable.
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Résultats et commentaires

1V.2.2 Enterococcus faecalis

TABLEAU XXVI : Résultats des tests de répétabilité des différentes

associations d’antibiotiques sur E. faecalis

ATB Profil de sensibilité

Essais CRO-GM CRO-AMK CRO-CIP | AMP-GM

1 R R 4 0,5

1 R R 4 0,5

I R R 4 0,5

Moyenne des FIC - - 4 0,5

.Variance - - 0 0

Ecart-type - - 0 0
Coefficient de variation - - 0 0

La variance a lintérieur des groupes était négligeable; de plus, les
coefficients de variation ont été largement inférieurs aux valeurs standards,
attestant de la répétabilité de la méthode.

La méme observation est faite sur les associations ayant présent¢ une

résistance totale.
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Résultats et commeniaires

IV.2.3 Salmonella typhi

TABLEAU XXVII : Résultats des tests de répétabilité des différentes

associations d’antibiotiques sur S. typhi

ATB Profil de sensibilité
Essais CRO-GM | CRO-AMK | CRO-CIP | AMP-GM

I 0,62 0,53 1 0,3

11 0,74 0,53 1 0,3

‘III 0,74 0,56 1 0,3

Moyenne des FIC 0,7 0,54 1 0,3

Variance 0,0048 0,0003 0 0

Ecart-type 0,0692 0,0173 0 0
Coefficient de variation 9,897 3,207 0 0

La variance de répétabilité & I’intérieur de chaque groupe était négligeable
et les coefficients de variation observés inférieurs a 15 %. Ces résultats ont
démontré la fidélité de la méthode lorsque la procédure a été répétée dans les

mémes conditions.
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Résultats et commentaires

1V.2.4 Enterobacter cloacae

TABLEAU XXVIII : Résultats des tests de répétabilité des différentes

associations d’antibiotiques sur E. cloacae

ATB Profil de sensibilité
Essais CRO-GM | CRO-AMK | CRO-CIP | AMP-GM
I R 4 R R
II R 4 R R
I _ R 4 R R
Moyenne des FIC - 4 - -
Variance - 0 - -
Ecart-type - 0 - -
Coefficient de variation - 0 - -

Un coefficient de variation trés faible, appuyé par une variance
insignifiante observée avec toutes les associations sur cette souche ont démontre

que les essais de répétabilité étaient satisfaisants.
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Résultats et commentaires

1V.2.5 Escherichia coli

TABLEAU XXIX : Résultats des tests de répétabilité des différentes

associations d’antibiotiques sur E. coli

ATB Profil de sensibilité

Essais CRO-GM | CRO-AMK | CRO-CIP | AMP-GM

I R R 0,5 R

11 R R 0,5 R

I R R 0,5 R

‘Moyenne des FIC - - 0,5 -

Variance - - 0 _

Ecart-type - - 0 -
Coefficient de variation - - 0 -

Les valeurs du coefficient de variation et de la variance ont attesté de la

répétabilité¢ de la méthode lorsque les procédures ont ¢té effectuées dans les

mémes conditions.
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Résultats et commentaires

1V.2.6 Pseudomonas aeruginosa

TABLEAU XXX : Résultats des tests de répétabilité des différentes

associations d’antibiotiques sur P. aeruginosa

ATB Profil de sensibilité

Essais CRO-GM | CRO-AMK | CRO-CIP AMP-GM

1 1 0,53 2 R

11 1 0,53 2 R

II1 1 0,53 2 R

Moyenne des FIC 1 0,53 2 -

Variance 0 0 0 -

Ecart-type 0 0 0 -
Coefficient de variation 0 0 0 -

La variance observée a I’intérieur des groupes dans ce cas n’est pas
significative. Les essais de répétabilité ont €té satisfaisants vu la valeur des

coefficients de variation.
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Résultats et commentaives

1V.2.7 Klebsiella pneumoniae

TABLEAU XXXI : Résultats des tests de répétabilité des différentes

associations d’antibiotiques sur K. preumoniae

ATB Profil de sensibilité
Essais CRO-GM | CRO-AMK | CRO-CIP | AMP-GM
I R 0,5 0,5 R
II R 0,5 0,5 R
11 R 0,5 0,5 R
Moyenne des FIC - 0,5 0,5 -
‘Variance - 0 0 -
Ecart-type - 0 0 -
(Coefficient de variation - -0 0 -

La variance de répétition a l’intérieur de chaque groupe d’essai a été
insignifiante. Les coefficients de variation étaient trés inférieurs a la valeur

standard.
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Discussion

Dans cette partie de notre travail, nous confronterons nos résultats a ceux
des autres travaux portant sur le méme sujet. Les résultats que nous allons
commenter doivent étre considérés comme propres a 1’écosystéme bactérien
dakarois de 2007-2008. Il n’est pas étonnant d’y relever des différences, parfois
importantes, avec d’autres études menées ailleurs, d’autant plus que les

méthodologies utilisées ne sont pas les mémes.
Concernant la sensibilité des souches aux antibiotiques, il faut noter que la

plupart des souches sélectionnées pour cette €tude se sont avérées résistantes a

*au moins un des antibiotiques parmi ceux des associations.

I. ASSOCTATIONS D’ANTIBIOTIQUES

Quelque soit [’objectif recherché, I’association doit avoir un
comportement additif ou mieux, présenter une synergie.
Les associations antagonistes, dont I’effet global est moins bon que celui

de 1'aniibioilque 1solé, doivent étre évitées quand il s’agit :

- d’infections trés graves ou le risque d’échec thérapeutique doit étre
minimisé (infections néonatales, infections nosocomiales sévéres, choc
infectieux) ;

- d’infections mixtes (infections intra-abdominales, gynécologiques).

I.1. Association Aminoside — B-lactamine

Largement utilisé¢ en thérapeutique anti-infectieuse, le choix du groupe
d’antibiotiques est fonction du germe (33). Deux catégories d’associations ont
'été souvent citées dans la littérature des associations efficaces sur de nombreux
germes (13, 53).
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La recherche de I’efficacité thérapeutique croissante a conduit a associer
tous les groupes de Céphalosporines aux Aminosides.

Les meilleures associations a effet synergique concernent une
Céphalosporine de troisiéme génération et un Aminoside. Ceci s’explique par
une efficacité plus ¢€levée des Céphalosporines de troisiéme génération dont la
Ceftriaxone d’une part (41, 53), d’autre part de certains Aminosides

(Amikacine, Gentamicine) (23, 47).

I.1.1 Association Amineside — Céphalosporine

de troisi¢me génération

Types: Ceftriaxone - Gentamicine

Ceftriaxone - Amikacine

De notre étude, il découle que :

- L’association Ceftriaxone-Gentamicine n’est pas indiquée pour les cocci 4
Gram positif (Staphylococcus aureus et Enterococcus faecalis). Les taux
de résistance atteignent le maximum de 100% avec les deux souches
testées.

Ces deux données sont suffisantes pour ne pas utiliser cette association
dans le traitement des infections dues aux cocci & Gram positif
multirésistantes.

Cette inefficacité a été décrite par d’autres auteurs (47, 70).

Certaines souches de Streptocoques, en particulier d’Entérocoques,
présentent un Haut Niveau (HN) de résistance aux Aminosides, dii
essentiellement & I’acquisition d’une enzyme modificatrice. Ces enzymes
sont voisines, sinon identiques a celles détectées chez Staphylococcus
aureus.
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Et lorsqu'une souche présente ce Haut Niveau de résistance aux
Aminosides, 1’association avec une B-lactamine n’est plus synergique
(70). Or, ce haut niveau de résistance a aussi €té noté avec la
Gentamicine.

Pour les Entérobactéries testées, I’association Ceftriaxone-Gentamicine
est restée inefficace sur Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli et
Enterobacter cloacae.

Par contre, son efficacité est améliorée chez Salmonella typhi pour
laquelle on observe un effet synergique avec un FIC égal a 0,62. Cette
améiioration est également notée chez Pseudomonas aeruginosa avec un
effet additif montrant que I’association Ceftriaxone-Gentamicine peut-étre

utilisée dans les infections sévéres & Pseudomonas aeruginosa.

- Bien que I’association Ceftriaxone-Amikacine soit du méme genre que
celle de la Ceftriaxone-Gentamicine, il est noté parfois une plus grande
efficacité avec la premiére.

Cette constatation est nette avec la souche de Klebsielle multirésistante,
pour laquelle un effet synergique est noté, contrairement 3 1’association
Cefiriaxone-Gentamicine.

Bon comportement également de Salmonella typhi et de Pseudomonas
aeruginosa qui réagissent trés favorablement a ’association Ceftriaxone-
Amikacine avec des effets synergiques (FIC = 0,53).

Cependant, avec un effet antagoniste (FIC = 4), Enterobacter cloacae, a
été entiérement hostile a cette association.

Il en est de méme pour Escherichia coli, qui s’est avéré résistant 3
I’association Ceftriaxone-Amikacine.

Ainsi, il demeure quand méme important d’émettre certaines réserves
quant a i’utilisation en premiére intention de 1’association Ceftriaxone-

Amikacine dans les infections sévéres & Entérobactéries comme il a été
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bien décrit dans la littérature (37, 48, 112), méme si celle-ci s’est avérée
efficace sur certaines souches multirésistantes durant notre étude.

Tout comme Ceftriaxone-Gentamicine, [’association Ceftriaxone-
Amikacine s’est montrée inefficace sur les cocci 2 Gram positif testés.

Il existe une étroite relation entre la résistance aux B-lactamines et celle
aux Aminosides, ce qui pose de maniére plus aiguée les problémes liés au
traitement des souches multirésistantes.

Plusieurs mécanismes sont impliqués: I’imperméabilité, la sécrétion

d’enzymes et la modification de la cible aiguée (15).

I.1.2 Association Aminoside —Pénicilline

Type : Ampicilline-Gentamicine

Cette association semble étre [’association de choix pour traiter une
infection a Staphylococcus aureus multirésistante avec un FIC égal a 1,
-traduisant un effet additif.

C’est ce qu’on constate dans la littérature, ce qui confirme nos résultats
(55).

Concernant Enterococcus faecalis, I’association Ampicilline-Gentamicine
a montré une bonne efficacité résultant d’un effet synergique avec un FIC de
0,5. Cetté efficacité contraste avec le Haut Niveau de Résistance a la
Gentamicine décrit par plusieurs auteurs dans des travaux récents avec
KECHRID A et COLL. puis bien aprés par FRAIMOW S.H. et COLL.

Ce fait atteste que I’association Ampicilline-Gentamicine est plus
-efficace sur la souche que les deux antibiotiques pris isolément. Les
Entérobactéries testées ont révélé une forte résistance vis-a-vis de cette

association.
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1.2. Association Quinolone — 3-lactamine

Type : Cefiriaxone-Ciprofloxacine

Devant I’émergence des bactéries résistantes a la fois aux Quinolones et
aux B-lactamines, la recherche de I’élargissement du spectre a conduit a associer
aux Quinolones, les B-lactamines.

Les Quinolones de deuxiéme génération ont permis d’avoir une bonne
efficacité, quand on les a associées avec les Céphalosporines de troisiéme
génération.

Nous avons constaté avec nos travaux, que l’effet de [’association

Cefiriaxone-Ciprofloxacine a été bon.

En effet, seules deux souches ont été totalement réfractaires a cette
association d’antibiotiques: Staphylococcus aureus et Enterobacter cloacae.
Cependant, il est important de voir le comportement détaillé des effets de

’association vis-a-vis des différentes souches étudiées.

- Un excellent effet synergique de I’association avec Escherichia coli et
Klebsiella  pneumoniae, pour des FIC de 0,5.

- L’effet additif est obtenu pour la souche de Salmonelle.

- Concernant Pseudomonas aeruginosa, une indifférence est observée, se

traduisant par un FIC assez élevé (FIC = 2).

Enfin, de faible efficacité, I’association Cefiriaxone-Ciprofloxacine s’est

manifestée par un effet antagoniste vis-a-vis d’Enterococcus faecalis.
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Ainsi, avec 71% d’effets inhibiteurs sur ’ensemble des souches, son
efficacité fait que cette association peut étre préconisée dans le traitement des

infections bactériennes sévéres a souches multirésistantes.

Ces résultats peuvent confirmer ceux qui existaient déja dans la littérature
(53) et s’avérent particuliérement encourageants en cas de traitement présomptif,
avant les résultats de la culture et de I’antibiogramme, d’autant plus qu’un effet
synergique est chservé dans certains cas défavorables (bactérie résistante a I’'un

des antibiotiques).

L’association s’est révélée efficace sur des germes présentant un haut
niveau de résistance comme Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ou

Pseudomonas aeruginosa.

II. STANDARDISATION DE L’ETUDE DE LA
SENSIBILITE IN VITRO

Toute valeur expérimentale est entachée d’une incertitude de mesure qui
limite I’applicabilité de la méthode utilisée. La standardisation étudie la fiabilité

et les performances de la méthode d’essai.

I1.1. Choix de la méthode d’étude (22)

Dans le cadre de nos travaux, la technique d’étude par dilution en milieu
liquide ou technique de « I’Echiquier » a été utilisée.

Cette méthode a permis de quantifier I’interaction de deux antibiotiques A
et B en réalisant |’association d’une gamme de concentrations A et B selon une

progression géomeétrique de raison 2.
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Cependant, la fiabilité de nos résultats peut-étre influencée par de

nombreux paramétres devant étre rigoureusement controlés :

v Les milieux de culture : le choix des milieux utilisés est primordial pour la

qualité des résultats.

Ils doivent permettre la croissance de nombreuses bactéries et ne doivent pas
contenir d’inhibiteurs des antibiotiques.

La composition et le pH des milieux de culture interférent avec Pactivité de
plusieurs antibiotiques.

Ainsi le pH retenu doit étre compris entre 7,2 et 7,4, valeur qui permet une
bonne croissance bactérienne et qui réalise un compromis pour I’activité des

antibiotiques.

v Le solvant et le diluant: les solutions meéres d’antibiotiques sont

généralement préparées a partie de quantités bien déterminées de poudre

d’antibiotiques, diluées soit dans un tampon (tampon Phosphate pH6 et pHS)
soit dans de I’eau distillée.

Les solutions méres sont conservées a - 80°C.

v" Les souches de référence : la technique doit &tre réguliérement contrdlée avec

des souches de référence. Celles-ci sont choisies parmi les souches de
référence répertoriées dans les instituts spécialisés : ATCC (American Type
Culture Collection). Escherichia Coli ATCC 25922 et Staphylococcus aureus
ATCC 29213 ont été utilisées pour cette étude.

v La densité de 'inoculum bactérien lors de I’apprétement des plaques est un

élément primordial. Elle doit étre ajustée a ’aide d’un photométre ou par

comparaison avec un étalon d’opacité (échelle de Mac Farland).
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Durani notre étude, chaque suspension de germes a été préparée
extemporanément de fagon & obtenir une opacité équivalente a 0,5 Mac
Farland (107 UFC/ml) de la souche i étudier sous un volume précis

de 0,50 ml.

v La température et la durde d’incubation des microplaques de sensibilité

doivent étre fixes. Pour la majorité des bactéries et dans notre cas,
I’incubation a été effectuée a 35-37°C pendant 18-24 heures dans une
atmosphére normale.

Le maintien de la qualité de tous les parameétres impliqués dans le choix de la
méthode d’étude doit étre vérifié avant chaque manipulation.

Si des résultats corrects ne sont pas obtenus, des mesures correctives sont

mises en place.

11.2. Avantages et limites

A temps fixe, la technique de I’Echiquier est la plus compléte lors de la
détermination de I’ activité de différentes associations d’antibiotiques.

Cependant, cette technique est la plus fastidieuse a mettre en ccuvre ; elle
ne se réalise pas en pratique courante et est plutdt réservée a des laboratoires
'spe’cialise’s. De plus, il existe des difficultés techniques rencontrées au cours des
travaux liées a la standardisation de I’inoculum, & la précision des volumes
transférés, a la composition des milieux utilisés, au transfert d’antibiotiques
particuliérement important lorsque les tests sont réalisés sur des bactéries 4 CMI
élevée.

Il faut noter par ailleurs que toutes les bactéries ne peuvent étre étudices
en milieu liquide et il est parfois indispensable de revenir & la méthode d’étude

en milieu gélosé pour I’étude de certains mécanismes de résistance.
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I11.3. Tests de répétabilité

Toute méthode d’analyse doit étre validée pour démontrer qu’elle
correspond bien a ’usage pour lequel elle est prévue.

Il existe plusieurs critéres de validation des tests microbiologiques,

critére de validation qui est la répétabilité.

Rappelons que chaque manipulation a été réalisée au préalable selon la
méme méthode de dilution en milieu liquide, sur des échantillons de référence,
dans le méme laboratoire, par le méme opérateur utilisant le méme équipement.

Ce critére de validation a surtout exploité le paramétre de fidélité exprimé

en terme de variance, d’écart-type, et de coefficient de variation (62).

La précision de la méthode est donnée par la valeur du coefficient de
variation aqui apprécie ’écart-type et la moyenne des FIC pour chaque
association par rapport & chacune des souches sur trois essais.

Puis, nous avons déterminé 1’écart-type qui caractérise la précision d’un
résultat isolé et permet de calculer le coefficient de variation (10, 35, 40).

Les résultats du calcul des différents essais des associations testées sur

chaque souche ont été résumés dans le tableau suivant :
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Discussion

Les résultats obtenus ont permis de constater que les valeurs des écart-types
sont insignifiantes.

De plus, les valeurs des coefficients de variation, trés faibles, de ’ordre de
0-9 %, soit inférieurs & 15 %, ont été jugées satisfaisantes. Ce qui permet de dire
que la méthode utilisée pour cette étude est répétable et précise.

Par conséquent, nous pouvons conclure, compte tenu des valeurs obtenues
que la méiiode de « ’Echiquier » ou méthode d’étude ir vitro des associations
d’antibiotiques testés en milieu liquide est une méthode fiable.

Il faut rappeler que la méthode est aussi liée a la stabilité des réactifs
utilisés, des milieux de culture et des substances de référence. De plus, il faut
noter que les poudres d’antibiotiques utilisées ont été conservées entre 4 et 5°C.

La standardisation n’est cependant pas une opération que ’on effectue
une fois pour toutes. Méme lorsque les méthodes d’essais normalisées sont
considérées comme validées, tout laboratoire doit apporter la preuve que la

méthode est maitrisée en interne.







Conclusion

La découverte des antibiotiques a constitué un grand pas dans la lutte
contre les maladies infecticuses, notamment dans les infections dites
nosocomiales.

‘ Cependant, I’émergence de bactéries résistantes a4 un ou plusieurs
antibiotiques est de plus en plus fréquente dans nos structures hospitalieres.

Plusieurs facteurs sont a I’origine de ce phénomeéne :

. e mécanisme d’adaptation des germes pathogenes a leur
environnement

. L’émergence d’espéces inhabituellement pathogénes

. L’augmentation du nombre de patients immunodéprimés (infection

a VIH, traitement avec les immunodépresseuts...)

. L’automédication

o Le non respect des protocoles d’antibiothérapie par le malade et par
le clinicien

. L’instauration d’un traitement antibiotique en 1’absence probable

d’antibiogramme

1.’étude que nous avons menée au laboratoire de Bactériologie-Virologie
de I’Hépital Aristide Le Dantec, nous a édifiés sur I’opportunité de I’utilisation

de certaines associations binaires d’antibiotiques.

En effet, la nécessité d’une prescription d’association d’antibiotiques fut

empirique sans que leur efficacité ait toujours ét€ démontrée.

(’est ainsi que nous nous sommes proposés d’étudier le comportement de
sept souches bactériennes multirésistantes vis-a-vis de cinq antibiotiques utilisés

en monothérapie et en associations.
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Ces souches bactériennes sont réparties comme suit :

Cocci 2 Gram positif

Staphylococcus aureus

Enterococcus faecalis

Bacilles & Gram négatif

Salmonella typhi
Enterobacter cloacae
Escherichia coli
Pseudomonas aeruginosa

Klebsiella pneumoniae

La recherche de la sensibilit¢é par la détermination des CMI
(Concentration Minimale Inhibitrice) a été utilisée pour étudier le comportement
des souches vis-a-vis des solutions d’antibiotiques diluées dans de I’AM3

(Antibiotic Medium 3).
Ces antibiotiques étaient les suivants :

- Ceftriaxone

- Gentamicine

- Amikacine

- Ciprofloxacine

- Ampicilline

L’activité in vitro de nos associations binaires d’antibiotiques a été
évaluée par la bactériostase et la bactéricidie. Cette derniére a €t€¢ plus
'approfondie dans d’autres travaux.

La recherche de ’effet bactériostatique a été explorée grice a la technique

de « I’Echiquier ».
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*,

< Concernant la sensibilité des souches par rapport aux antibiotiques

isolés

L’étude des CMI des différents antibiotiques sur nos souches a indiqué :

- Un haut niveau de résistance a la Ceftriaxone retrouvé aussi bien chez les

cocei & Gram positif que chez la plupart des Entérobactéries testées.

- A Dexception de certaines bactéries (cocci a Gram positif, Escherichia
coli), les souches ont présenté une bonne sensibilité aux Aminosides avec

une efficacité supérieure pour I’ Amikacine.

- Une bonne activité in vitro de la Ciprofloxacine a aussi été observée sur
certains germes étudiés : Enterococcus faecalis, Escherichia coli et
Salmonella typhi inhibés a des CMI respectives de 1 et 0,12 pg/ml.
Néanmoins, Staphylococcus aureus et les autres bacilles & Gram négatif

testés ont manifesté une forte résistance a cet antibiotique.

- Un mauvais profil de sensibilit¢ des bacilless a2 Gram négatif a
I’ Ampicilline a été noté. Cependant, les cocci & Gram positif testés se sont
avérés trés sensibles a cette molécule.

o

» En ce qui concerne I’activité in vifro des associations d’antibiotiques

L’étude des CMI des différents antibiotiques sur nos souches a montré que :

» Les combinaisons Ceftriaxone-Gentamicine et Ceftriaxone-Amikacine

sont a éviter dans le cas des infections dues aux cocci a Gram positif

testés car, ces souches ont manifesté une forte résistance tant bien
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envers ces associations qu’envers chacun des antibiotiques pris
séparément.

Pour les bacilles a Gram négatif, les résultats ont été variables :

- L’association Cefiriaxone-Amikacine a été trés efficace durant
cette étude; elle a manifesté une bonne activité envers Salmonelia
typhi, Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pneumoniae pour
lesquelles un effet synergique a été observé, bien qu’un léger effet

antagoniste ait été décelé avec Enterobacter cloacae.

- I’association Ceftriaxone-Gentamicine s’est avérée efficace sur
deux souches uniquement : Salmonella typhi et Pseudomonas
aeruginosa avec des effets synergique et additif.

Les autres souches se sont révélées résistantes a cette association.

» IL’association Ceftriaxone-Ciprofloxacine a aussi été d’une bonne

activité sur I’ensemble des Entérobactéries.

Cette efficacité est d’autant plus intéressante qu’elle s’exerce sur des

souches supposées trés résistantes :

- Effet synergique sur Escherichia coli (FIC = 0,5) et Klebsiella
pneumoniae (FIC = 0,5), soit un taux de sensibilit¢ de 29 % par
rapport a I’ensemble des germes testés.

- Effet additif sur Salmonella nphi (FIC = 1).

- Effet indifférent sur Pseudomonas aeruginosa (FIC = 2).

Seul Enterococcus faecalis s’est montré tenace avec un effet
antagoniste vis-a-vis de cette combinaison qui, en plus de la
résistance observée chez Staphylococcus aureus pose une véritable
réflexion quant a son utilisation dans les infections séveres a cocci

Gram positif multirésistants.




Conclusion

» La combinaison Ampicilline-Gentamicine au contraire, semble étre

’association de choix sur les cocci a Gram positif multirésistants
testés, car la somme des effets additif et synergique est de 100 %.

Les autres souches n’ont pas donné de bons résultats.

L’ensemble des travaux entrepris sur les associations d’antibiotiques a
.savoir  Cefiriaxone-Gentamicine, Ceftriaxone-Amikacine,  Ceftriaxone-
Ciprofloxacine et Ampicilline-Gentamicine a eu pour but de standardiser une
méthode d’étude in vitro de ces associations sur des souches multirésistantes par
un contrdle de qualité et par des tests de répétabilité.

Les normes d’assurance qualité ont été respectées 4 toutes les étapes de
nos manipulations en passant par le contrdle des appareils utilisés, des milieux
de culture, des réactifs et des souches de référence.

Ainsi, & travers les paramétres de répétabilité, nous avons confirmé la
précision de la méthode par la valeur du coefficient de variation généralement
.comprise entre 0 et 9,897 %. L’écart-type a permis de caractériser la précision
d’un résultat isol€.

Au décours de cette étude, nous pouvons donc dire que notre méthode

d’analyse est fiable, efficace et répétable.

De tels procédés d’étude des associations d’antibiotiques s’imposent dans
les laboratoires de biologie médicale et dans certaines situations d’urgence face

a un germe multirésistant afin d’assurer la qualité des traitements dispensés.

En effet, partout dans le monde, particuliérement dans les pays en voie
d’expansion comme le ndtre, le phénoméne de résistance aux antibiotiques
progresse souvent plus vite que le développement de nouvelles classes

d’antibiotiques, faisant de certaines bactériémies, des urgences graves.




Conclusion

A nos jours, aucune solution simple contre la résistance aux antibiotiques

n’existe.

Il faudrait plusieurs années pour seulement sensibiliser les acteurs du
milieu hospitalier 3 ce phénoméne dont la prise de conscience remettrait en
cause ’utilisation et la sur-utilisation intempestive de certains antibiotiques

seuls ou en association.

Les recherches doivent se poursuivre afin de mieux comprendre le
phénoméne de la résistance bactérienne aux antibiotiques et pour cela, il faudra
penser a valider notre méthode d’étude par les criteres de reproductibilité et de

linéarité.

Entre-temps, diverses mesures pourraient éventuellement exercer un effet
bénéfique pour contrer 1’évolution de la résistance bactérienne aux antibiotiques
a savoir 1’étude de la sélection de la résistance potentielle des nouveaux

composés et des classes d’antibiotiques, ce qui nécessite :

v la sélection des patients a étre traités ou non,
v’ la sélection du meilleur antibiotique (spectre, effets secondaires,
résistance),

v P'utilisation de la dose optimale; fréquence et durée du traitement.
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EXEMPLES D’ ASSOCIATIONS
A EFFETS SYNERGIQUES










CRO : Ceftriaxone
GM :  Gentamicine

b } ~ : t ! O y =
1 0,5 0,25 0,12 0,06 0 3 0,015 0,008 0,004 FICGM

Figure 2 : Courbe de synergie de I’ass¢ “ation Ceftriaxone/Gentamicine

vis-a-vis d’une souche de Sa ronella typhi



CRO : Ceftriaxone
AMK : Amikacine

. t 4 ; b e S ==
1 0,5 0,25 0,12 0,06 ¢ 3 0,015 0,008 0,004 FICAMK

sagure 3 : Courbe de synergie de association Ceftriaxone/Amikacine

vis-a-vis d’une souche de Psei 'omonas aeruginosa



EXEMPLES D’ ASSOCIATIONS
A EFFETS . 'DDITIFS









AMP : Ampicilline
GM : Gentamicine

FICAMP )

0,5
0,48

0,12

0,06

=
(0] 0,125 0,25 0,5 1 FIC GM

Figure 4 : Courbe d’addition de ’assoc 1tion Ampicilline/Gentamicine

vis-a-vis d’une souche de St ‘hylococcus aureus




EXEMPLE D’ASSOCIATION
A EFFET INDIFFERENT







EXEMPLES D’ ASSOCIATIONS
A EFFETS ANTAGONISTES







CRO : Cefiriaxone
CIP : Ciprofloxacine

¢ ! : 4 ¢ { t : y =
1 0,5 0,25 0,12 0,06 0,03 0,015 0,008 0,004 FICCIP

Giomwa & Courbe d’antagonisme de I’as: iation Ceftriaxone/Ciprofloxacine

vis-a-vis d’une souche d’Enterococcus faecalis




CRO : Ceftriaxone
AMK : Amikacine

FIC CRO [\
1

0,9 E o
0,8 1

0,7 1}

. 5 ! b Il .
T u

° 1 05 0,25 012 0, 0,03 0,015 0,008 FICAMK

Figure 6: Courbe d’antagonisme de ’association Ceftriaxone/Amikacine

vis-a-vis d’une souche d’Enterobacter cloacae




ILLUSTRATION DE SOUCHES
PARTICULIERES













ILLUSTRATION DE QUELQUES
TESTS DE REPETABILITE
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