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Introduction générale

La résistance des bactéries aux antibiotiques reste un probleme majeur de santé
publique, plus particuliérement en milieu hospitalier. La pression de sélection exercée
par ’utilisation importante des antibiotiques et la diffusion épidémique des souches

résistantes sont desfacteurs principaux conditionnant cette évolution [1].

Au cours des cinquante derniéres années, les antibiotiques ont joué un réle crucial
dans la lutte contre de nombreuses maladies et infections et leur développement a
révolutionné le traitement de ses maladies. Cependant, avec l'utilisation croissante et
parfois injustifiée de ces molécules, les bactéries ont appris a se défendre et a s'adapter
et certaines sont devenues résistantes aux antibiotiques. Cette situation apparait
particulierement préoccupante en milieu hospitalier et le nombre de bactéries
résistantes est sans cesse d’augmentation et nous assistons de plus en plus a
I’émergence de nouvelles résistances [2].Cependant, avec l'utilisation croissante et
parfois injustifiée de ces molécules, les bactéries ont appris a se défendre et a s'adapter
et certaines sont devenues résistantes aux antibiotiques. Cette situation apparait
particulierement préoccupante en milieu hospitalier. La pression de sélection exercée
par I’utilisation importante de 1’antibiothérapie et la diffusion épidémique des souches

résistantes sont les deux facteurs principaux conditionnant cette évolution [3].

Au terme de six décennies d’utilisation des antibiotiques (antimicrobiens en
général), la majorité des bactéries pathogénes pour I’humain et/ou pour I’animal a
atteint des niveaux alarmants de résistance vis-a-vis de nombreux antibiotiques. De
telles infections entrainent souvent une augmentation du nombre d'hospitalisations, une
augmentation des échecs thérapeutiques et la persistance de pathogenes pharmaco

résistants.

Tel que Staphylococcus aureus résistant aux macrolides, les bactéries gram
négatif sont généralement naturellement résistantes aux macrolides car leurs membrane
cellulaire externe est imperméable aux molécules hydrophobes telle que Escherichia

coli et Salmonella typhi [4].

Les macrolides font partie des antibiotiques les plus utilisés pour le traitement
des infections causées par ces germes. Bien qu’ils constituent la famille d'antibiotiques

la plus importante, aussi bien par le nombre et la diversité des molécules utilisables que
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par leurs indications en thérapeutique et en prophylaxie des infections bactériennes
[5].chez les bacillesa Gram négatif, la résistance a ces molécules a évolué et est
liée principalement a des systemes d’efflux, a I’imperméabilité membranaire aux
molécules hydrophobe, ce dernier étant le mécanisme de résistance le plus
fréquent[6].

Escherichia coli est I'espéce bactérienne qui a été la plus étudiee par les
fondamentalistes pour des travaux de physiologie et de génétique. Cette bactérie est
connue depuis longtemps comme commensale du tube digestif et pathogene pour
I'appareil urinaire. Au cours des derniéres décennies, le role de certaines catégories d’E.
Coli dans les syndromes diarrhéiques a €té précisé et les mécanismes de ce pouvoir

pathogéne ont éte analysés [7].

Le genre Staphylococcus appartient au phylum des Firmicutes, a la classe des
Bacilli, a I’ordre des Bacillales et a la famille des Staphylococcaceae. Jusqu’a la fin des
années 1990, le genre Staphylococcus était classe au sein de la famille des
Micrococcaceae mais I’analyse de son génome a conduit a la réorganisation de la

classification.

Staphylococcus aureus est une bactérie ubiquitaire. Elle se retrouve chez les
hommes ainsi que chez de nombreuses espéces animales, aussi bien dans le cadre
d’infections qu’en portage asymptomatique [8].Chez ’homme, a 1’dge adulte environ
20% de la population présente un portage permanent principalement au niveau des
fosses nasales antérieures qui est le site de colonisation le plus fréquent. 30% de la
population est porteur intermittent et 50% ne sont pas porteurs de S.aureus [9].
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Introduction

Un antibiotique est souvent considéré comme une substance produite par un
microorganisme, active a des concentrations de 1’ordre du mg/l et interagissant d’unemaniére
spécifique au niveau d’une structure ou d’une enzyme d’une voie métabolique, perturbant de
ce fait la vitalité des bactéries. De nombreux antibiotiques sont des composés semi-
synthétiques, un noyau centrale d’origine naturelle étant substitué¢ par de nombreux radicaux
obtenus par synthése (exemple des macrolides). D’autres composés sont entierement
synthétiques (sulfamides, nitrofurannes, et des nombreux antituberculeux) [10]. Les
antibiotiques sont classés en plusieurs grandes familles (béta-lactamines,aminosides, cyclines,
macrolides, quinolones rifamycines, etc.), elles-mémes divisées en groupes. Chaque groupe
est caractérisé par un spectre d’activité correspondant aux germes sur les quels I’antibiotique
est actif. Chaque antibiotique au sein d’un méme groupe peut différer par des propriétés

pharmacocinétiques ou un profil de résistance différent [11].

Paroi “ansule
" y « Sl
Membrane I

plasmique

Cytoplasme

Chromosome
bac

terien

Flagelle

Plasmides

Figure 1: structure d’une bactérie [12].
I. Géneralité sur les antibiotiques :
Définition :
Issus du Grec antibios qui signifie « contre la vie », les antibiotiques, selon Waksman, sont
des substances chimiques produites par des microorganismes, capables d’inhiber le
développement et de détruire les bactéries et d’autres organismes.

Cette définition est considérée actuellement comme un peu trop stricte et on lui préfére

1I’énoncé suivant : on appelle antibiotique « tout composé chimique, élaboré par un organisme
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vivant ou produit par synthese, a coefficient chimio thérapeutique élevé dont 1’activité
thérapeutique se manifeste a trés faible dose, d’une maniére spécifique, par1’inhibition de
certains processus vitaux, a 1’égard des virus, des microorganismes ou méme de certaines
cellules des étres pluricellulaires » [13].Ayant un site d’action bien défini et un mécanisme

précis permettant leur utilisation dans le traitement de la majorité des infections[14].

Historique :

L’histoire des antibiotiques est liée a la découverte des microorganismes bactériens
[14].Les bactéries ont été identifiées pour la premiére fois vers 1670 par Van Leeuwenhoek,a
la suite de I’invention du microscope par ce naturaliste hollandais. Ce n’est toutefois qu’au
XIXéme siécle que leur lien avec les maladies fut reconnu. C’est en effet gréce aux
expériences élégantes de Pasteur, un savant francais, qui démontra que c’est a cause
dessouches particulieresde bactéries que la fermentation peut se produire, que 1’on comprit

que ces bacteéries et autres microorganismes étaient beaucoup plus disséminés que prévu.

L’idée que de tels microorganismes soient responsables de certaines maladies
commenca a prendre corps [15].en 1887 avec les travaux de PASTEUR et JOUBERT qui
constatérent que les cultures des bactéries de charbon poussaient difficilement lorsqu’elles
étaient en contact des bactéries aérobies saprophytes. Ils conclurent qu’il était possible
d’obtenir des médicaments & partir de cette expérience [5].

Role des acteurs hospitaliers dans le bon usage des antibiotiques :

Le bon usage des antibiotiques implique de nombreux acteurs et impose une
organisation transversale.

L’efficacit¢ d’une politique antibiotique suppose de dégager les moyens humains,
matériels et informatiques nécessaires. Cela peut s’inscrire dans une dynamique de
contractualisation.

En dehors de I'organisation centrée sur les acteurs institutionnels, trois acteurs se doivent de
collaborer autour du bon usage des anti-infectieux : le laboratoire de microbiologie, la

pharmacie et les services cliniques[16].

Mode d’action des antibiotiques

Les antibiotiques agissent sur les microorganismes par plusieurs mécanismes (voir
Figure04).0On peut distinguer cing mécanismes distincts par lesquels les substances

antibactériennes pourraient agir :
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Action sur la paroi bactérienne :

La synthése des peptidoglycanes de la paroi bactérienne est perturbée par 1’inhibition de
certaines enzymes : transpeptidase. Les béta-lactamines, la cycloserine, la bacitracine, la
vancomycine agissent par ce mécanisme, de préférence sur les bactéries jeunes dont la paroi
est en cours d’édification. Les cocci Gram positif dont la paroi est riche en peptidoglycanes

sont plus sensibles que les cocci Gram négatif.

Action sur la membrane cytoplasmique :

Certains antibiotiques se fixent sur les phospholipides de la membrane cytoplasmique,
entrainant une altération de la perméabilité de cette membrane. Ils opérent comme les agents

tensioactifs cationiques.

Les constituants cellulaires s’échappent du cytoplasme bactérien, ce qui provoque la mort de
la cellule. La polymyxine, la colistine, la bacitracine, la tyrothricine, qui sont des polypeptides

cycliques a caractére basique.

Action sur la réplication de ’ADN :

L’actinomycine D, les rifamycines, I’acide nalidixique perturbent la réplication de I’acide

désoxyribonucléique.

Action sur la traduction de ’ARN messager :

L’ARN messager ou I’ARN de transport sont les cibles des antibiotiques et les mécanismes
de traduction de ’ARN messager sont troublés (perturbation de la synthése protéique). La
streptomycine et les aminosides se fixent sur la sous-unité ribosomale 30S, les tétracyclines,
le chloramphénicol, les macrolides interviennent de diverses maniéres sur lasous unité

ribosomale 50S.

Action sur le métabolite intermédiaire :

La cycloserine, les sulfamides, 1’acide para-aminosalicylique, le triméthoprime et 1’isoniazide
inhibent un systéme enzymatique (dihydrofolate réductase, mycolate synthétase, etc.). Ces
composés inhibent le métabolisme du microorganisme ciblé, mais pas celui de 1’héte. Pour ce
faire, ils bloguent une reaction enzymo-catalysée qui doit se realiser dans la cellule

bactérienne mais pas dans les cellules animales [13].



Chapitre 01 : Généralités sur les antibiotiques

(1) Inhibition de la synthése (2) Inhibition de la synthése
de la paroi bactéerienne de la membrane cytoplasmique

\ = 4
Inhibition de la '

synthése protéique @ Inhibition de la
synthése de I'ADN

@ Autres mécanismes

Figure 2: Représentation des principales cibles des antibiotiques..[5].

Les familles des ATB :
Ces grandes familles d’antibiotiques se différentient par :

- leur spectre d’activité, c’est-a-dire I’ensemble des germes sensibles a chaque famille
d’antibiotiques
- leurs indications, directement liées au spectre d’activité et a la diffusion de I’antibiotique
dans les différents organes : par exemple, certains antibiotiques se concentrent dans les urines
et sont particulierement intéressants en cas d’infection urinaire.
- leur voie d’utilisation : les antibiotiques peuvent étre pris par voie orale, a I’exception des
aminosides qui sont détruits dans I’intestin. Il existe également des collyres, des solutions
auriculaires ou nasales et des pommades contenant des antibiotiques. Ces formes locales sont
parfois suffisantes pour combattre des certaines infections.
- leur mode d’emploi et leur fréquence d’utilisation il existe pour certaines infections des
traitements mono doses par exemple.
- leurs contre-indications

- leurs effets indésirables : réaction allergique, diarrhée, photo sensibilisation, tendinite,
toxicité rénale sont des effets indésirables qui caractérisent certaines familles d’antibiotiques.
L’apparition d’un effet indésirable grave limite I’utilisation ultérieure des médicaments

appartenant a la méme famille [17].
Résistance aux antibiotiques :
Définition :

La résistance aux antimicrobiens est un terme tout a fait relatif. En effet, il existe un
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grand nombre de définitions pour I’expression « résistance bactérienne aux antibiotiquesy», qui
sont basees sur différents criteres (génetiques, biochimiques, microbiologiques et cliniques) et
qui ne se recoupent pas forcément. Les définitions les plus fréqguemment employées se
fondent sur les critéres microbiologiques (résistance in vitro) et sur les critéres cliniques
(résistance in vivo). Selon la définition microbiologique du terme, une souche est dite
résistante lorsqu’elle cultive en présence de concentration plus élevée en antibiotique

comparativement a d’autres

souches qui lui sont phylogénétiqguement liées. Par conséquent, la résistance est une
propriété qui ne peut étre étudiée que par comparaison d’au moins deux souches, dont 1’une
de référence souvent appelée souche sauvage et développée en laboratoire a partir d’individus
prélevés dans la nature, d’'une méme espéce ou d’un méme genre, cultivées dans les mémes
conditions. Selon la définition clinique, une souche est qualifiée de résistante lorsqu’elle
survit a la thérapie antibiotique mise en place. En outre, il est important de signaler, qu’en
conditions in vivo, la capacité de résistance ou de sensibilité de la souche a la thérapie
antimicrobienne mise en place sera dépendante de différents paramétres, tels que la
localisation de la bactérie, le dosage, le mode d’administration de 1’antibiotique, et 1’état du
systeme immunitaire de 1’individu traité.

Nombreuses sont les situations ou le composé ne pourra pas pénétrer ou agir au niveau
du siteinfectieux, créant de la sorte un état de résistance clinique [18].

Mécanisme :

Un antibiotique agit du fait de son affinité pour une cible vitale pour la bactérie. Sa
fixation spécifique inhibe le fonctionnement de cette cible qui est en général une enzyme ou
structure clé impliquée dans la synthése de la paroi, les acides nucléiques, des protéines ou de
la membrane cytoplasmique. La résistance bactérienne aux antibiotiques est un facteur

compliquant I’action de ces antibiotiques.
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Mechanisms of resistance to macrolides in
Gram-positive organisms

Macrolide
-~

EMux
mefiA) in streptococci
msr(A) in staphylococcei

Target modification
erm

Figure 3: mécanismes de résistance des organismes Gram négatif aux macrolides

Il en existe 3 modes :

- La modification de la cible : la cible de I’antibiotique est modifiée et 1’antibiotique ne
peut plus s’y fixer.

- L’inactivation enzymatique : I’antibiotique est modifié par la production d’une enzyme
bactérienne et ne reconnait plus sa cible.

- L’imperméabilité : c’est la diminution de la pénétration et I’efflux actif par des pompes
plus ou moins spécifiques.( Guillemot D, Leclercq. R.) .Ces mécanismes sont responsables :

a.  Résistance naturelle :

La résistance naturelle appelée aussi résistance intrinséque, c’est une caractéristique présente
chez toutes les bactéries de la méme espéce ou du méme genre bactérien. Portée par les
chromosomes, elle est stable, et transmise a la descendance.

Elle détermine le phénotype « sauvage » des bactéries et délimite le spectre d’action des
antibiotiques. Par exemple, la présence d’une membrane externe chez les BGN entraine la
résistance a diverses classes de molécules par imperméabilité (glycopeptides, macrolides,
lincosami des,streptogramines,etc.)

Elle a pour support génétique le chromosome bactérien mais elle n'est pas ou peu
transmissible sur un mode horizontal (d’une bactérie a I’autre au sein d’une méme espece ou
entre espéces différentes).

Exemples de résistances naturelles :

1/ Klebsiella spp. Produit naturellement des béta-lactamases. Cette enzyme est alors présente
dans I’espace péri plasmatique de la bactérie et conduit a la destruction d’antibiotiques

comme les pénicillines A, avant que ceux-ci ne puissent atteindre leur cible bactérienne ;
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2/ les bactéries anaérobies sont naturellement résistantes aux aminosides car le passage des

aminosides a travers la membrane cytoplasmique nécessite un systéme de transport actif

absent chez les anaérobies[18].

3 /Escherichia coli et Salmonella thyphi sont des bactéries gram négatif naturellement
résistantes aux macrolides car leurs membrane cellulaire externe est imperméable aux

molécules  hydrophobes

b. Reésistance acquise :

A I'inverse, la résistance acquise n’est présente que chez certaines souches de la méme espéce
ou du méme genre ; dans certains cas, elle peut concerner la grande majorité de ces souches
comme, par exemple, la production de pénicillinase chez le staphylocoque qui intéresse plus
de 90 % des souches.

Elle est Variable dans le temps et dans I’espace, et se propage de facon importante. Elle est
portée par le chromosome, les plasmides, ou des éléments génétiques mobiles, permettant
ainsi une transmission verticale a la descendance mais aussi une transmission horizontale,
parfois entre espéces différentes. Elle détermine le phénotype de résistance des bactéries et
constitue un caractere épidemiologique.

La résistance acquise est moins stable, mais elle se propage souvent de fagcon importante dans
le monde bactérien. Elle résulte d’une modification du capital génétique de la bactérie, lui
permettant de tolérer une concentration d’antibiotique plus €levée que celle qui inhibe les
souches sensibles de la méme espéce. La résistance acquise a été observée dés le début de
I’antibiothérapie mais sa fréquence était initialement faible. La généralisation de 1’utilisation
des antibiotiques a conduit a une sélection des souches résistantes. Ce phénomene a atteint
une telle ampleur que la seule identification bactérienne ne permet plus de prédire le
comportement d’une souche isolée vis-a-vis des antibiotiques d’ou I’intérét et la nécessité de
réaliser des antibiogrammes[18].

L azithromycine a par exemple été tres utilisée pour traiter | angine streptococcique causée
par streptococcus pyogenes chez les patients allergique ou sensible a la pénicilline mais des
souches streptococciques de groupe A (GAS) sont devenues résistantes aux macrolides ;la

céphalosporine est alors une autre option pour ces patients

10
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Dacterioghage

Figure 4: Résumé des différents mécanismes de la résistance aux antibiotiques[19].
Classification des antibiotiques

Il existe plusieurs classifications des antibiotiques selon les criteres choisis :

1)  Composition chimiques : selon nombre d’atomes de carbone et selon les fonctions
chimiques.

2) Origine :

a)  Extractive : bactéries, moisissures (Penicillium, Céphalosporium, Streptomyces,...).
b)  Semi synthétique.

c) Synthétisés chimiguement.

3) Spectre d’action : trés large, large, moyen, étroit.

4)  Type d’action : bactériostatiques, bactéricides.

a) Bactéricides temps dépendants : en fonction de la durée d’exposition.

b) Bactéricides dose (concentration) dépendantes : jusqu’a un certain seuil (dose).
5) Cibles bactériennes d’attaque :

a) Paroi bactérienne : sur les bactéries en phase de multiplication.

b) Membrane bactérienne : méme sur les bactéries en phase de repos.

c) ARN ou ADN bactérien : (ADN, ARN gyrase).

d) Inhibition des protéines bactriennes : au niveau des sous unités 30 S 50S des ribosomes.

11
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e) Meétabolites bactériens.

f)  Plusieurs mécanismes a la fois.

6) Charge électrique : d’apres leur charge électrique en solution :
a) Antibiotiques acides se comportent comme des anions .

b)  Antibiotiques basiques se comportent comme des cations .

c) Antibiotiqgues se comportent comme molécules neutres, non ionisées (ex
chlorampheénicol).

d) 7)Hydro ou lipophile :

a) Hydrophile : coefficient de partition< 0,1.

b) Lipophile : coefficient de partition > 2.

8) Classification des antibiotiques par familles : C’est la classification la plus courante,
possédant un certains nombre de caracteres communs : composition chimique ou origine,

spectre d’action similaire, cibles bactérien identique, etc[20].

Il Antibiotique macrolides:
11.1.Définition :

Les macrolides sont  des moléculesa propriétés antibiotiques bactériostatique, qui ont
des macrocycles de lactone souvent associés a des sucres neutres ou aminés. Elles constituent
une famille d'antibiotiques capables de diffuser dans les tissus, voire a l'intérieur des cellules.
Elles font partie des inhibiteurs de la synthese protéique. lls sont donc actifs sur
les germes intracellulaires. Il existe plusieurs types de macrolides avec 14, 15 ou 16 atomes

dans leur macrocycle ...... 85
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OH

Structure générale

Figure 5: structure générale du noyau macrolide .....[85].

La premicre molécule de la classe est 1’érythromycine isolée en 1952, en totale neuf
molécules ont été mise sur le marché dont huit sont encore disponible, toutes ces molécules
présentent des caractéristiques similaires et quelques particularités, ils possedent un noyau

lactone centrale auquel sont liés des sucres ; au moins 2 sucres: aminés ou neutres

........ désosamine

‘cladinose “disaccharide

Macrocycle a 14 chainons Macrocvele i 16 chainons
Erythromycine, roxithromycine Josamycine, spiramycine
clarithromycine, dirithromycine midécamveine

telithromycine

Figure 6: macrocyte a 14 et 16 chainons. .......[85].
L'érythromycine est un antibiotiqgue macrolide qui a un spectre antimicrobien similaire ou
légerement plus large que celui des pénicillines. Elle est souvent utilisee chez des
personnes allergiques aux pénicillines. Pour les infections des voies respiratoires, elle offre un
meilleur spectre contre des organismes atypiques y compris le mycoplasme. On ['utilise
également pour traiter les infections a Chlamydia, la syphilis, et la gonorrhée. Sous forme de

traitement dermique local, elle est frequemment utilisée pour traiter I'acné.
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Figure 7: structure de I’érythromycine A ....... [87].

La résistance bactérienne croissante a cette famille d'antibiotique sera 1’objet de ce mémoire

11.2 Classification des macrolides

On les classe parfois en diverses générations :
% lere génération :
Cycle a 14 atomes de carbone: érythromycine A
Cycle a 16 atomes de carbone: spiramycine
% 2éme géneération:
Cycle a 14 atomes de carbone : clarithromycine, roxithromycine
Cycle a 15 atomes de carbone : azithromycine
Cycle & 16 atomes de carbone : midécamycine, josamycine .
% 3éme géneration (Kétolides) :
cycle a 14 atomes de carbone : télithromycine  ............ [85].

Tableau récapitulatif des principaux médicaments macrolides commercialisés

Nom de la molécule active Nom commercial des médicaments
azithromycine Zithromax, Ordipha, Azadose
clarithromycine Naxy, Zeclar

érythromycine Ery, Erythrocine

josamycine Josacine

midécamycine Mosil

14
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roxythromycine Rulid, Claramid

spiramycine Rovamycine
Tableau 1: récapitulatif des principaux médicaments macrolides commercialisés

Erythromycine et spiramycine

Les concentrations critiques séparent les souches sensibles des souches de sensibilité

intermédiaire et ces derniéres, des résistantes : S <=1 mg/l et R > 4 mgl/l.

Par voie cutanée, seule ou en association a la trétinoine, I'érythromycine est utilisée dans

la prise en charge d’acnés.

Par voie orale, en association avec le sulfafurazole, I'érythromycine est utilisée dans la

prise en charge d’otites moyennes aigués.

Espéces sensibles :

. aérobies a Gram + : Bacillus cereus, Corynebacterium diphteriae,
entérocoques, Rhodococcus equi, staphylococcus méti-S, staphylococcus méti-
R, streptococcus B, streptococcus non groupable, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus
pyogenes ;

. aerobies a Gram - : Bordetella pertussis, Branhamella
catarrhalis, campylobacter, legionella, moraxella ;

. anaérobies : actinomyces, bacteroides, eubacterium, mobiluncus, peptostreptococcus,
porphyromonas, prevotella, Propionibacterium acnes ;

. autres : Borrelia burgdorferi, chlamydia, coxiella, leptospires, Mycoplasma

pneumoniae, Treponema pallidum.

Espéces moderément sensibles (in vitro de sensibilité intermédiaire) :

. aérobies a Gram - : haemophilus, Neisseria gonorrhoeae ;
. anaérobies : Clostridium perfringens ;
. autres : Ureaplasma urealyticum.

Espéces résistantes :

. aérobies a Gram + : Corynebacterium jeikeium, Nocardia asteroides ;
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. aerobies a Gram - : acinetobacter, entérobactéries, pseudomonas ;
. anaérobies : fusobacterium ;
. autres : Mycoplasma hominis.

Cas d'usage de I’érythromycine et spiramycine:

. angines,

. bronchites aigués surinfectées,

. bronchites chroniques surinfectées,

. acneés,

. dermohypodermites infectieuses,

. ecthymas,

. érysipeles,

. érythrasmas,

. impétiginisations de dermatoses,

. impétigos,

. infections génitales non gonococciques,
. infections stomatologiques,

. pneumopathies,

. rhumatismes articulaires aigus, chimioprophylaxie des rechutes,
. sinusites

. bronchites chroniques surinfectées,

. infections cutanées,

. infections ostéoarticulaires,

. infections urogénitales,

. pneumopathies,

. SEePtiCEMIes. ......ooviiiiiiii e [85].

Clarithromycine : Ce médicament est un générique de ZECLAR qui appartient a la famille

des macrolides.

Les granulés pour suspension buvable sont utilisés chez I'enfant dans le traitement de
diverses infections de la gorge, des bronches et des poumons.

Les comprimés a 250 mg sont utilisés chez I'adulte dans :

16
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. le traitement de diverses infections des sinus, des bronches, des poumons, de la gorge,

de la peau, des gencives et des dents ;

. le traitement de certaines infections opportunistes chez les personnes infectées par le
VIH.

Les comprimés a 500 mg sont utilisés chez I'adulte dans :

. le traitement de diverses infections des sinus, des bronches et des poumons ;

. le traitement de certaines infections opportunistes chez les personnes infectées par le
VIH ;

Attention

Les antibiotiques de la famille des macrolides exposent a un risque de torsades de pointes.
Association avec d'autres meédicaments susceptibles de donner des torsades de pointes, rythme
cardiaque lent (bradycardie) ou irrégulier (arythmie cardiaque), insuffisance cardiaque grave,
angine de poitrine, déficit en magnésium.

. D'une rougeur cutanée avec des pustules et de la fievre ;

. De signes d'atteinte hépatique, tels que perte d'appétit, jaunisse, urines anormalement
foncées, démangeaisons.

. Une diarrhée importante survenant pendant ou dans les jours qui suivent le traitement
antibiotique

Des précautions sont nécessaires en cas d'insuffisance hépatique grave ou d'insuffisance
rénale des étourdissements, des sensations de vertiges, une confusion ou une désorientation
sont possibles. Assurez-vous que vous supportez bien ce médicament avant de conduire ou
d'utiliser une machine dangereuse.

Son association est déconseillée avec certains immunosuppresseurs (ciclosporine,
évérolimus, sirolimus, tacrolimus) et les médicaments qui contiennent les substances
suivantes : bromocriptine, cabergoline, pergolide, lisuride, bosutinib, disopyramide, ébastine,
halofantrine, irinotécan, oxycodone, quinidine, rivaroxaban, siméprévir, tamsulosine,
toltérodine.

Il peut également interagir avec de nombreux autres médicaments. .
L'effet de ce medicament pendant la grossesse est mal connu

Ce médicament est susceptible de passer dans le lait maternel. .............. [89].

L’ azythromicyne

Ce médicament est un générique de zithromax
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Il appartient a la famille des macrolides.

Les comprimés a 250 mg sont utilisés chez I'adulte dans :

. Le traitement de diverses infections des sinus, des bronches, des poumons, de la gorge,
de la peau, des gencives et des dents ;
. Le traitement de certaines infections opportunistes chez les personnes infectées par le

vih.

Les comprimés a 500 mg sont utilisés chez I'adulte dans :

. Le traitement de diverses infections des sinus, des bronches et des poumons ;

. Le traitement de certaines infections opportunistes chez les personnes infectées par le
VIH ;

. L'éradication d'helicobacter pylori (responsable d'ulcéres gastroduodénaux récidivants)

en association a d'autres médicaments.

Il est utilisé dans le traitement des infections de la gorge, des bronches, des gencives et des

dents

Midécamycine :

Le diacétate de midécamycine est un antibiotique semi-synthétique appartenant a la famille
des macrolides.

Ce produit est totalement métabolisé dans I'organisme en donnant rapidement naissance a
3 métabolites principaux (mb 12, mb 6, et mb 9a) responsables de I'activité antibactérienne du
produit.

Ces 3 métabolites ont tous des activités différentes plus ou moins inférieures a celle du
diacétate de midécamycine

Les concentrations critiques séparent les souches sensibles des souches de sensibilité
intermédiaire et ces derniéres, des résistantes sont : s <=1 mg/l et r > 4 mg/l.

La midécamycine possede une activité in vitro et in vivo sur toxoplasma gondii

La télithromycine

La télithromycine est un dérivé semi-synthétique de I'érythromycine a. Elle appartient a

la famille des kétolides, classe d'agents antibactériens apparentée aux macrolides.
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La télithromycine inhibe la synthese protéique par interaction avec les
domaines ii et v de la fraction 23 s de I'arn (acide ribonucléique) ribosomal de la
sous-unité 50 s du ribosome. De plus, la télithromycine est capable de bloquer la

formation des sous-unités 50 s et 30 s.

L'affinité de la télithromycine pour la sous-unité 50 s du ribosome pour les bactéries
sensibles a I'érythromycine a est 10 fois plus forte que celle de I'érythromycine a.
Les concentrations critiques recommandées par l'eucast (european committee for

antimicrobial susceptibility testing) sont :

. Streptococcus a, b, ¢, g : s <= 0,25 mg/l et r > 0,5 mg/I,

. Streptococcus pneumoniae : s <= 0,25 mg/l et r > 0,5 mg/I,
. Haemophilus influenzae : s <= 0,12 mg/l et r > 8 mg/I,

. Moraxella catarrhalis : s <= 0,25 mg/l et r > 0,5 mg/I.

Especes habituellement sensibles :

. Aérobies a gram  +:staphylococcus aureussensible a la  méticilline
(sasm), streptococcus pneumoniae, streptococcus sp., streptocoques du groupe viridans ;

. Aérobies a gram - : haemophilus influenzae, haemophilus para-influenzae, legionella
pneumophila, moraxella catarrhalis ;

. Autres : chlamydia pneumoniae, chlamydia psittaci, mycoplasma pneumoniae.
Espéces inconstamment sensibles (résistance acquise >= 10 %) :

. Aérobies a gram +:staphylococcus aureusrésistant a la  méticilline

(sarm), streptococcus pyogenes.

Espéces naturellement résistantes :

. Aérobies a gram - : acinetobacter, entérobactéries, pseudomonas.
La télithromycine est utilisée dans la prise en charge de :

. Angines streptococciques,

. Bronchites chroniques,
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. Pneumopathies,
. SiNuSItes. .......ccooeeviiinnnt. [89].

11.3 :Usage clinique : on générale les indications des macrolides sont

Indications courantes :

Les indications les plus courantes des macrolides sont :

. Les angines a streptocoques (en traitement court) ;
. Les infections orl : bronchopneumopathies, sinusites, otites.
. Les infections urogénitales : les macrolides traitent de nombreuses maladies

sexuellement transmissibles ;
. Les infections dermatologiques : impétigo, érysipele, acné, furonculose ;

. Les infections dentaires.

Indications particulieres :

Certains macrolides sont indiques :

. Dans le traitement de la toxoplasmose : on peut utiliser la spiramycine chez la
femme enceinte ;

. Dans les complications infectieuses du sida : on utilise I'azithromycine en prévention
et la clarithromycine en traitement curatif ;

. Dans le traitement de l'ulcere gastrique di a une bactérie (helicobacter pylori) : on
utilise la clarithromycine en association avec d'autres médicaments antibiotiques et

antisecrétoires gastriques........... [89].

11.4 : Mode d’action :

Les macrolides ont un spectre d'activité étroit, aussi de nombreuses bactéries leur résistent. Ils
ne peuvent donc pas étre utilisés contre toutes les infections microbiennes.

Ils sont principalement actifs sur :

. Des cocci (bacteries en forme de coques) : streptocoques,
staphylocoques, pneumocoques, méningocoques ;

. Des germes intracellulaires : chlamydia, neisseria, mycoplasmes.
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IIs ont une action principalement bactériostatique (arrétant la prolifération des bactéries) mais
ils peuvent étre bactéricides (tuant les bactéries) a forte dose.

Les macrolides agissent au niveau de la syntheése protéique de la bactérie, en empéchant la
synthése protéique, par fixation sur la sous unité 50s des ribosomes bactériens. La réplication,
la duplication et donc la division cellulaire bactérienne sont ainsi stoppées (c'est la
bactériostase).

La connaissance de la structure de la structure du ribosome et de la paroi bacterienne et le
role physiologique des cibles de ces agents antibiotiques permet de mieux comprendre le
mecanisme d action des macrolides par la suite les mécanismes des résistances des bactéries a

ces antibiotiques ( e)

11.5 Mécanisme d’action des macrolides:

le ribosome est un organite présent dans le cytoplasme ,Siege de la synthese protéique , il

décode I’information génétique .

Le ribosome bactérien 70s est composé de sous unités 30s et 50s

Grande sous-unité

Protéine

ARN messager
- __

Figure 8: structure générale du ribosme ............... [87].

la sous unité 30s assure le choix de | ARNt, et le décodage de I’ information portée par 1
ARNmM

La sous unité 50s assure la formation de la liaison peptidique entre les aa portés par | ARNt

Les macrolides (des bactériostatiques) a chaine 14 ou 16 carbones altérent la synthese
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des protéines bactériennes en se fixant sur les ribosomes (sous-unité 50s) et en bloquant ainsi

cette synthése par encombrement stérique. ............... [87].

Macrolides (Erythromycine, clarithromycine,
azithromycine)

Mécanisme d’action:

-
-

=~ Liaison avec la sous-unité 50S
du ribosome.

Inhibition de la translocation de
la chaine naissante du site A vers
le site P.

—_—

Figure 9: mécanisme d’action des macrolides. ............. [91].
Les macrolides sont éliminés au niveau de la bile.
La pénétration a la bactérie :

L’enveloppe des entérobactéries comprend, de 1’extérieur vers I’intérieur : la membrane

externe, la paroi (peptidoglycane) et la membrane cytoplasmique

Gram” Gram®
. Polysaccharides capsulaires
Porine

- = Frotéines t:apsulllras\

Lipeprotéines ™

- af
o LT g Slecushelipidque ==

T WY B = PR

Espace périplasmigue  —-c----- Acides thcholques ==
" i = Peptidoglycane LY ey

Bicouche lipidigue e A £ 1

Cytoplasme

Figure 10: Structure de la paroi bactérienne [31].
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La pénétration a la bactérie se fait par diffusion passive car aucun transporteur
spécifique n’a été mis en évidence

Les bactéries a Gram+ ont une pénétration facile et les bactéries a Gram- pénétration par
les porines . Chez les bactéries a Gram négatif, ces propriétés de perméabilité vont
contribuer a définir lephénotype naturel de résistance propre a chaque espéce bactérienne

Les macrolides traversent la membrane cytoplasmique par diffusion passive ce
mécanisme met en jeu un différentiel de PH entre I’intérieur et I’extérieur du cytoplasme, la
charge de la molécule varie en fonction de PH, et la forme non ionisé passe rapidement la
bicouche lipidique pour atteindre le milieu interne plus acide a accumulation préférentielle

des macrolides dans les PNN, macrophage, lysosome .............. [85].

Mécanisme d’action intracellulaire :

Les macrolides sont tous des inhibiteurs de la synthése des protéines par le biais d’une
fixation sur la sous unité 50S du ribosome bactérien.

- Pour L’érythromycine la liaison d’une seule molécule par ribosome entraine une inhibition
de la synthése protéique.

- L’érythromycine bloque par encombrement stérique la croissance de la chaine peptidique et
provoque la dissociation du peptidyl-ARNt dés lors que le peptide a atteint une longueur de 6
a 8 acides aminés ; de plus elle empéche I’assemblage du ribosome au moment de I’initiation
de la syntheése protéigue.

Effet antibactérien: Les macrolides sont bactériostatiques a faibles concentrations mais
possedent une activité bactéricide a fortes concentrations sur certaines espéces bactériennes:
les streptocoques et Haemophilus influenzae, et germes a multiplication intra

cellulaire................ [85].

11.6 Keétolides :

La Télétromycine est le seul commercialise

Ce sont des dérivés semi synthétiques de 1’érythromycine, ils possedent donc un noyau
lactone centrale de 14 atomes, en C3 une fonction cétone (3Kéto)

Chaine C11-C12 carbamate : Augmente 1’affinité pour les cibles ribosomales et Améliore
I’activité antibactérienne sur les bactéries a Gram positif et diminue I’impact de la résistance

par efflux ........... [85].

11.7 Mécanisme d’action :
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La télithromycine inhibe la synthése protéique bactérienne en agissant au niveau des
ribosomes.

Pour les souches sensibles a I'érythromycine, I'affinité de la télithromycine pour la sous-unité
50 S du ribosome bactérien est 10 fois plus forte que celle de I'érythromycine.

Pour les souches résistantes a I'érythromycine de type MLSB, l'affinité de la télithromycine
pour la sous-unité 50 S est 20 fois supérieure a celle de I'érythromycine A. ................ [85].
La telithromycine agit par blocage de la traduction de I'ARN au niveau de la fraction

ribosomale 23 S, au niveau des domaines V et Il.

De plus, la télithromycine est capable de bloquer la formation des sous-unités 50 S et 30 S.

Ribosome bacténen el domaine d'actmite Inhib%on de la peptidylransérase par

peptdyiransférase Ferythromycing & [a telithromycine

o Lamans ¥
[ 20g ) . Pyt ing
y A 45 .

— R Domana
i

Dpimdesa Il

'I " onane I

Camane v

]
L framaine

Ll frm'.

Domaine V (pres du centre de la péptidyl-transférase lieu de synthese de la chaine
polypeptidique): Site de fixation principal E Par contre, affinité de fixation des kétolides au
domaine 11 est 10 fois >> celle E

1.7 Conclusion

L’antibiorésistance est un phénoméne naturel de défense des bactéries vis-a-vis des
antibiotiques. Le support de cette résistance est génétique. La multiplicité des voies d’acquisition et de
transmission de la résistance bactérienne explique la difficulté a contréler ce phénomeéne.

La surconsommation et la mauvaise utilisation des antibiotiques et la présence des résidus des
antibiotiques dans les aliments d’origine animale sont des facteurs de risques majeurs de

L’augmentation de I’antibiorésistance chez ’homme et I’animal.

24



Chapitre 01 : Généralités sur les antibiotiques

T R R e e R R S e S e e £ e A T st b MTS I

Figure 11: Inhibition de la croissance d'une culture de Staphylococcus aureus par les
macrolides
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Figure 12: Structure d’une bactérie

Introduction

Une bactérie est un micro-organisme unicellulaire, ¢’est-a-dire un organisme de tres petite taille
(observable uniquement au microscope, non visible a I’ceil nu) et formé d’une seule cellule.

Les bactéries sont des organismes procaryotes, ¢’est-a-dire qu’ils ne contiennent pas de noyau.
Le matériel génétique est présent dans le cytoplasme sous forme d’un chromosome unique circulaire.
Dans le cytoplasme, on trouve d’autres éléments comme les ribosomes essentiels a la fabrication de

protéines ou encore des organites responsables du fonctionnement métabolique [34].

Les bactéries se reproduisent par scissiparité : chaque division bactérienne donne naissancea
deux bactéries filles identiques, un clone est en fait constitué. Elles sont capables d'échanger du
matériel génétique (phénomene de conjugaison, par exemple, nous les verrons par la suite) et
d'acquérir ainsi de nouveaux caractéres par l'intermédiaire de plasmides ou de transposons. Cet
échange de « matériel de résistance » est important pour comprendre 1’apparition de ces dernieres chez

des souches d’abord sensibles puis résistantes a un antibiotique donné [35].

Toutes les bactéries ne sont pas néfastes au corps humain, loin de 1a, ’'Homme est d’ailleurs
colonisé par plusieurs centaines de milliards de bactérie dont le role est de veiller & notre protection.
Dans le tube digestif par exemple, I’lhomme héberge quelques 100 000 milliards de micro-organismes
vivants. On parle de microbiote ou flore intestinale, ce dernier est trés utile a la digestion. La peau est
également recouverte d’un microbiote empéchant des bactéries pathogénes de venir prendre leur place,
ce qui peut conduire a une infection cutanée[36].

L’homme a par ailleurs plus de bactéries qu’il n’a de cellules, a eux seuls les intestins

contiennent 1013 bactéries contre 1012 cellules pour le corps humain[37].
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I. Leur forme structurelle :

Les bactéries possédent toutes, & de rares exceptions prés (ex : le mycoplasme), une paroi
protectrice rigide. Celle-ci conditionne leur forme : ronde pour les cogues appelés cocci, allongée pour
les bacilles, spiralée pour les spirochetes par exemple. (figure10)

En fonction de leur habitat, de lI'organisme dans lequel elles sont implantées et de leurs
interactions avec cet organisme, elles sont classées en saprophytes (présentes dans I'environnement
mais n'entrainant pas d'infection), commensales (h6tes habituels du sujet normal) et opportunistes qui
sont en réalité des bactéries saprophytes ou commensales mais pouvant, dans certaines conditions

(exemple un sujet immunodéprimé, une hospitalisation) engendrer une infection [35].
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COCCOBACILLE BACILLE BACILLE FUSIFORME
VIBRIONS SPIRILLE BORRELIA TREFONEME LEPTOSPIRE

Figure 13: représentation des différentes formes bactériennes...[26].

Il. Leur paroi : comparatif Gram + et Gram - :

La paroi est présente chez toutes les especes de bactéries sauf les mycoplasmes, il s’agit de la
structure la plus externe a la bactérie. Son role est de maintenir I’intégrité structurelle de la bactérie.
En effet, malgré la forte pression osmotique (5 a 20 atmospheéres) qui régne a l'intérieur du cytoplasme
bactérien, la bactérie n'éclate pas grace a l'existence de cette structure rigide et de nature polymérique.
Les polymeéres et leur mode de liaison varient selon les espéces bactériennes. Toutefois, une substance
de base, spécifique des bactéries, est partout présente : c'est la muréine, appelée par extension

peptidoglycane.

On peut distinguer deux grandes classes de bactéries, caractérisées par une architecturedistincte
de la paroi cellulaire qui les entoure. C’est a I’aide d’une coloration dite colorationde Gram (du nom
du médecin qui 1’a découverte) que 1’on parvient a différencier ces bactéries, elles seront alors soit
Gram positives ou Gram négatives. Structurellement ¢’est 1’épaisseur du peptidoglycane qui permet ce
classement : si le peptidoglycane est épais et riche, il s’agit d’une bactérie Gram +, s’il est fin et

compose en majorité de lipide, nous sommes chez une bactérie Gram — [34].
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Gram +:

Le peptidoglycane est un polymére complexe formé de 3 éléments différents (figurell). Tout
d’abord, une épine dorsale faite d'une alternance de molécules de N- acétylglucosamine (G) et d'acide
N-acétylmuramique (M). Il y aura alternance de G et M, reliés par liaison osidique. Cette épine dorsale
ne varie pas d’une espéce a I’autre. Pour relier ces structures entre elles, la paroi est constituée
également d’un ensemble de chaines latérales peptidiques identiques, composées de 4 acides aminés
(L Alanine, D Glutamate, L Lysine etD Alanine) et attachées a l'acide N-acétylmuramique. En
réalité¢ il s’agit d’un penta peptide qui perd son dernier acide aminé (D Alanine) lors de la
transpeptidation. Afin de relier les pentapeptides entre eux, un ensemble de « ponts inter peptidiques »
composés de 5 glycines permet la liaison.

Il s’agit d’un systeme tridimensionnel rigide qui forme la paroi bactérienne.

UDF  N-acétylghicosamine _M_ s
. LT
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Car o x ypeptida o n

Figure 14: Représentation du peptidoglycane de la paroi bactérienne...[27].

Chez les bactéries Gram +, il y a de nombreuses couches de peptidoglycane qui représentent
jusqu'a 90 % des constituants de la paroi bactérienne. Celle-ci contient aussi un feutrage (10 a
50 % du poids sec de la paroi) d'acides teichoiques (polymeéres du glycérol ou du rabiole
phosphate) associés étroitement au peptidoglycane et faisant parfois saillie a la surface de la
bactérie. Certain de ces acides teichoiques, les acides lipoteichoiques, sont placés
transversalement et s'enfoncent jusqu'a la membrane cytoplasmique. En général, il n'y a

pasou peu de protéines dans la paroi des bactéries a Gram positif [39].

Gram —:

Chez les bactéries a Gram négatif, il n'y a qu'une seule ou au plus deux couches de
peptidoglycane qui ne représente que 5 a 20 % des constituants de la paroi bactérienne. Mais des
polymeres situés en dehors du peptidoglycane viennent compléter la paroi, ce sont les lipoprotéines

formant une « membrane externe » qui contient du lipopolysaccharide (LPS). Les lipoprotéines sont le
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lien entre le peptidoglycane et la « membrane externe », elles ont en effet dans leur structure un
polymere de 15 acides aminés qui forme une liaison peptidique avec le tétrapeptide des chaines
latérales du peptidoglycane [40].

La « membrane externe » est constituée d'une double couche de phospholipides dans laquelle
les phospholipides de la couche la plus externe peuvent étre remplacés par des molécules de
lipopolysaccharide. Au sein de cette « membrane externe », se trouvent associées au moins deux types
de protéines spécifiques : certaines sont dites protéines de structure car elles consolident la membrane
externe (exemple : OMP-A) ; dautres appelées « porines », permettent le passage des petites
molécules hydrophiles et en particulier, sur le plan médical, des antibiotiques (B-lactamines,
tétracyclines, quinolones...) [40].Sur le plan immunologique, le LPS constitue l'antigéne O des
bactéries a Gram négatif. Le LPS est un lipide complexe auquel est attaché un polysaccharide qui est
responsable de la spécificité antigénique de I'antigene O. Sur le plan physiopathologique, le LPS,

extrémement toxique, représente lI'endotoxine des bactéries a Gram négatif.

Gram-Positive Bacterial Cell Wall Gram-Negative Bacterial Cell Wall
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Figure 15: Comparaison entre la paroi cellulaire d’une bactérie Gram + (a gauche) et
d’une bactérie Gram — (a droite)....[29].

A/ ESCHERICHIA COLI DETAILLE:

A.l.Historique :

En 1885 en poursuivant ses travaux sur les selles de nourrissons, 1’ Allemand TheodorEscherich
isola pour la premiére fois la bactérie E. coli, il décida en premier lieu delui donner le nom de
Bacterium coli commune. Ainsi le nom Escherichia coli est réellement retenu 1958 sur inscription du
sous-comité Enterobacteriaceaedu comité de nomenclature de 1’association Internationale des Sociétés
de Microbiologie [41].Entre 1920 et 1930 plusieurs études cherchaient a identifier les différentes
souches d’E. Coli incriminées dans les pathologies entériques ; mais les résultats de ces études

n’étaient pas exploitables jusqu’a 1’élaboration d’un plan de serotypie par KAUFFMANN en 1940.
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Sur cette méme lancée, dansles années 1950 plusieurs souches d’E. Coli ont été incriminées dans des
pathologies variées chez I’Homme et chez 1’animal ; notamment les diarrhées simples et les infections

systémiques séveéres souvent méme mortelles. Ces différentes souches ont étécataloguées[42].

A.2 définition d’Escherichia coli :

Escherichia coli (E. coli) est une bactérie a Gram négatif appartenant a la famille des

Enterobactericeae. Elle fut découverte en 1885 par Théodore Escherich.

On trouve E. coli de fagon commensale dans la flore intestinale et fécale, tant chez les humains
gue chez certains animaux. La flore intestinale est colonisée peu aprés la naissance. La bactérie et
I’hote coexistent sans impact sur leur santé respective. Cette coexistence entraine des bénéfices
mutuels.

E. coli peut non seulement étre une bactérie commensale, mais aussi un pathogeéne. La
pathogenese de ces bactéries se fait par étapes. Tout d’abord elles colonisent une muqueuse. Puis elles
se multiplient et causent des dommages a I’hote tout en essayant d’évader ses défenses [43].

On peut séparer les E. coli pathogénes en deux catégories, les E. coli pathogenes intestinaux
(InPEC) et les E. coli pathogenes extra-intestinaux (EXPEC). Chacune de ces catégories contient
différentes sous-catégories provoquant différents symptémes. Les E. coli peuventétre classées de
plusieurs maniéres, notamment par pathotype (un groupe d’organismes de la méme espéce causant les
mémes maladies) ou par groupe phylogénique. Les différents pathotypes sont regroupés selon qu’ils
sont causés par des pathogénes intestinaux ou extra- intestinaux.

Il existe une grande diversité de souches d’E. Coli. Cette diversité ainsi que la pathogénicité des
souches sont dues a I’insertion de matériel génétique, que ce soit sous forme d’ilot de pathogénicité, de
transposon, de bactériophage ou de plasmide. Ce matériel génétique incorporé peut contenir des genes
impliqués dans la virulence. La diversité d’E. coliest aussi due a des remaniements de I’ADN de la
souche. [44].
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Figure 16: Schéma d’E.coli.....[30].
Habitat :
Habitat primaire :

La bactérie E. coli appartient a la microflore commensale de I’Homme et de nombreux
animaux. C’est une bactérie colonisatrice du tube digestif des animaux a sang chaud
(carnivores, omnivores, herbivores et oiseaux) mais également des reptiles [45].Le tractus
digestif constitue son habitat primaire. La bactérie E. coli est présente principalement au
niveau du colon et du cecum a des concentrations supérieures a 106 UFC (Unité Formant
Colonie)/ g de contenu intestinal [46].Elle demeure tres souvent dans le mucus recouvrant les
cellules épithéliales de la paroi du tube digestif qui constitue une niche écologique favorable
pour son développement de par ses conditions de température, d’humidité et de disponibilité

en nutriment [47].

Habitat secondaire :

La bacteérie E. coli est rejetée dans I’environnement a travers les feéces a une
concentration d’environ 108 UFC/ g de féces. Elle se retrouve dans les eaux
environnementales par le biais des effluents, tels que les eaux usées, les lisiers ou les fumiers
des animaux d’¢élevage ou par les dejections des animaux d’élevage ou des animaux sauvages
[47].L’environnement constitue 1’habitat secondaire des E. coli. Il est contrairement a
I’habitat primaire plutoét défavorable a leur survie [48].Dans I’environnement, la bactérie E.

coli est soumise a plusieurs types de pression, biotiques (prédation et compétition de flore)
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[49].et abiotiques (lumiére, température, oligotrophieet salinité) [50].La population d’E.
colidans I’habitat secondaire se renouvelle par les apports de bactéries provenant de I’habitat
primaire. Une minorité de la bactérie E. coli est capablede coloniser et de persister dans
I’environnementhors de son héte [51].Cette population de la bactérie E. coli dite colonisatrice
de P’environnement est qualifiée de population naturalisée [52].0ou de coliformes du microbiote

environnemental [51].
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Figure 17: Cycle de vie d’E. Coli[32].

Ce processus d’adaptation ou de naturalisation dans 1’environnement secondaire a été
observé au niveau des coliformes fécaux environnementaux avec 1’identification de la
bactérie E. coli ayant développée la capacité a produire une capsule [53].pour se
protéger des agressions extérieures [54].Pour résister a la pression exercée par le
manque d’eau dans certains sols et au choc osmotique provoqué par la présence de sel
en eau de mer, les souches d’E. coliont développé une capacité a produire des solutés

organiques de type tréhalose pour résister a la dessiccation et a la salinité [55].
Identification d’Escherichia coli sur les milieux nutritifs:

A.4.1.Caractéres morphologiques et culturaux :

Escherichia coli ou colibacille est une bactérie asporulée mesurant 2 a 4 p de long sur
0,4 & 0,6 p de large. C’est une bactérie fine et allongée a extrémité arrondie, mobile
grace a une ciliature péritriche. Ce germe, non exigeant sur gélose ordinaire, il donne
des colonies lisses, brillantes et homogeénes. Sa température de croissance optimale est
de 37 °C [56].

Caracteres biochimiques :
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E. coli possede une catalase mais est dépourvu d’oxydase. L’étude d’activités

enzymatiques etde la fermentation des sucres est réalisée a 1’aide de micro-méthodes

validées disponibles dans le commerce sous forme de galeries. Ces galeries permettent

I’identification de cette bactérie ainsi que le diagnostic différentiel avec les autres

bactéries de la méme famille. Ces caracteres sont regroupés dans le (tableau 2) [56].

La plupart des souches fermente le sorbitol en dehors du serotype O157 : H7. Ces

caractéristiques biochimiques sont partagées par 1’ensemble des souches d’E. coli en

dehors de certains mutants qui sont dépourvus de I’enzyme Glucuronidase. Ces

caractéristiques distinctes permettent de rechercher et d’isoler les souches d’E. colidans

I’environnement et 1’alimentation [57].

Tests Résultats
Glucose +
Lactose +
Hydrogéne Sulfuré -
Voges-Proskauer -
Urease -
Indole *
Citrate De Simmons }
Orthonitrophenyl- +
B-D-
Galactopyranoside
Citrate De Christensen +
Arginine dihydrolase +-
Gélatinase -
Malonate -
Phényl-Alanine Désaminase
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Lysine Décarboxylase +

Ornithine Décarboxylase +

Tryptophane Désaminase

Nitrate Réductase +

Tableau 2: Caractéres biochimiques d’E. Coli[56].
Caracteres moléculaires :

Du point de vue moléculaire I’identification d’Escherichia coli dans les échantillons est
basée sur la détection de certains genes de virulence qui sont caractéristiques des différentes
souches [58, 59,60].

Les deux catégorisés de E .coli :

E. coli pathogenes intestinaux :

Les souches d’E. colipathogenes intestinales (INPEC) peuvent étre regroupées en six
catégories :

- Les E. coli entérotoxinogenes (ETEC)

- Les E. coli entéropathogeénes (EPEC)

- Les E. coli entéro-invasives (EIEC)

- Les E. coli entérohémorragiques (EHEC)
- Les E. coli enteroaggrégatives (EAEC)

- Les E. coli adhérentes invasives (AIEC)

a/E. coli entérotoxinogene (ETEC) :

Les E. coli entérotoxinogenes (ETEC), fréquemment associées a la “diarrhée du
voyageur”, sont des souches produisant des entérotoxines : toxine thermosensible (toxines
LT), et/ou toxine thermostable (toxines ST). Lors de la colonisation de I’intestin, les
entérotoxinesprovoquent la diarrhée. Les infections aux ETECs sont principalement trouvées
chez les voyageurs, les nourrissons et les enfants dans les pays en voie de développement.
Elles peuvent aussi étre trouvées chez les animaux d’¢levage [43].

b/E. coli entéropathogéne (EPEC) :
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Les E. coli entéropathogenes (EPEC) provoquent, elles aussi, des diarrhées de type
persistantes. Toutefois elles ne produisent pas d’entérotoxine. Ces souches sont capables de
s’attacher aux cellules intestinales et de réarranger le cytosquelette. Les EPECs provoquent
principalement des gastro-entérites infantiles dans les pays développés [43].

c/E. coli entéro-invasive (EIEC) :

Les E. coli entéro-invasives (EIEC) provoquent des diarrhées aqueuses et parfois la
dysenterie. L’infection se fait dans la muqueuse du colon, les bactéries I’envahissent et se
multiplient de facon intracellulaire. Les EIECs sont similaires a la bactérie Shigella[43].

d/E. coli entérohémorragiques (EHEC) :sont associées aux colites hémorragiques et
au syndrome urémique hémolytique (HUS) provoqués par la production de Shigatoxines
(St.).

Les EHECs peuvent aussi provoquer une défaillance rénale. Les toxines inhibent la
synthese des protéines et provoquent la mort cellulaire. Les EHECs sont surtout trouvées chez
les [].enfants, mais aussi dans la flore normale bovine. Les EHECs provoquent ce qu’on
appelle la “maladie du hamburger” [43].

e/E. coli enteroaggrégative (EAEC) :

Les E. coli enteroaggrégatives (EAEC) causent des diarrhées aigies et persistantes chez
les adultes et les enfants. Les EAECs sont présentes, aussi bien dans les pays en voie de
développement que dans les pays développés. Les EAECs colonisent le colon et y sécrétent
des entérotoxines et des cytotoxines [43].

f/E. coli adhérentes invasives (AIEC) :

Les E. coli adhérentes invasives sont majoritairement associées a la maladie de Crohn.
Cette maladie est responsable d’infections importantes dans I’intestin. Les AIECs sont
capables d’adhérer fortement aux cellules épithéliales de l’intestin et de les envahir. Le
mécanisme impliqué dans ces actions consiste en la polymérisation de microtubules et le
recrutement d’actine. L’action des bactéries induit une sécrétion inflammatoire de cytokine.
Les AIECs sont aussi capables de survivre et de se répliquer dans des macrophages : ce qui

induit une importante sécréetion de TNF-a [61].

E. coli pathogénes extra-intestinaux :

Les E. coli pathogénes extra-intestinaux (EXPEC), ne sont pas associés aux infections
quand ces souches se trouvent dans le tractus intestinal. Cependant lorsqu’elles colonisent des

tissus hors de I’intestin, elles peuvent causer des infections importantes
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Les EXPECs peuvent étre regroupées en quatre catégories :

- Les E. coli uropathogenes (UPEC),
- Les E. coli associées a la septicémie (SEPEC),
- Les E. coli associées a la méningite néonatale (NMEC)

- Les E. coli pathogénes aviaires (APEC)

Les EXPECs possedent une grande diversité de facteurs de virulence. Les EXPECs
semblent avoir été créées par 1’accumulation de certains facteurs de virulence dans des
souches E. coli appartenant aux groupes phylogénétiques B2 et D [62].

a/E. coli uropathogénes (UPEC) :

Les E. coli uropathogénes (UPEC) sont responsables de 80 % des infections des voies
urinaires (UTI) soit environ 150 millions de personnes par an dans le monde. Les UPECs

touchent particulierement les femmes de tout &ge. Environ 60 % des femmes souffrent d’une

UTTI au moins une fois dans leur vie, et 25 % d’entre elles auront une récidive. Les UT
Is se produisent lorsqu’il y a contamination de la région urogénitale par la flore fécale. Les
bactéries peuvent atteindre la vessie et provoquer une cystite aigué ou infecter les reins et
provoquer une pyélonéphrite aigué. Dans certains cas les UT Is peuvent mener a une
septicémie. Ces septicémies causent en moyenne 40000 morts par année aux Etats-Unis. Les
UT Is reposent sur la présence de plusieurs facteurs de virulence. La présence ou non de ces
facteurs influence la sévérité de I’UTI [43].

b/E. coli associées a la septicémie (SEPEC) :
Les E. coli associées a la septicemie (SEPEC) provoquent des septicémies.
c/E. coli a la méningite néonatale(NMEC) :

Les E. coli associées a la méningite néonatale (NMEC) provoquent des meningites chez
les nouveau-nés, 15 a 40 % des nouveau-nés atteints décedent. Bon nombre des
survivantssouffrent de défauts neurologiques graves. Les bactéries sont transportées par voies
hématogeénes (voies sanguines) [43].

d/E. coli pathogénes aviaires (APEC) :

Les E. coli pathogenes aviaires (APEC) affectent les voies respiratoires de la volaille.
Elles peuvent aussi causer des péricardites et des septicémies. Ces pathogénes sont
responsables d’importantes pertes économiques [43].
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Facteurs de virulence :

Les facteurs de virulence des souches d’E.coliresponsables de certaines infectionssont

représentés dans le tableau 02 :

Tableau 3: La physiopathologie d’Escherichia coli [63,64].

Souche Syndrome Facteur de Role du facteur de virulence
virulence
EPEC
(026, O55,
086, Adheésion étroite et destruction
0111, 0119, Gastro-entérites Entérotoxine des
0125, 0126, infantiles aigués ou Shiga-like microvillosités des entérocytes de
0127, 0128, chroniques I’intestin gréle
0142)
(06, 08,
Entérotoxine
015,020, 025, | Diarrhées tres thermolabile Adhésion aux entérocytes de
063, 078, 080, | Liquidiennes Entérotoxine Pintestin gréle.
085, 0115, Thermostable
0128, 0139)
EIEC
(028, 0112,
0124, 0136, Diarrhées Entérotoxine Invasion et multiplication dans
les
0143, 144, Dysentériformes Shiga-like entérocytes du cblon
0147,
0152)
EHEC Diarrhees Adheésion étroite et destruction
des
(0157 mais sanglantes,
Vérotoxine microvillosités des entérocytes du
aussi 026 et Colites
0111) Hémorragiques colon
-Méningite -L’antigéne k1
E.coliK1 -I'opposition a la phagocytose
néonatales capsulé.
-conférant aux souches qui les
possédent la propriété de se fixer
- E.coliO 1, 2, aux
4,6,7,16, 18, cellules épithéliales. L'adhérence
Infections urinaires
75. Adhésines constitue une étape essentielle de
la
- E.coliK 1, 2,
3,12, 13. pathogeneése des infections dues
aux
bactéries entériques
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-fournissant aux bactéries le fer

-des systemes de | indispensable a leur
captation du fer | multiplication

- des cytotoxines. | -occasionnant des dégats
-la capsule tissulaires,

facilitent leur diffusion

- les chaines
- résistance a la phagocytose
E. coli k1 Bactériémie latérales du
-Action bactéricide du
lipopolysacchari | complément

de (LPS). (résistanceau systeme
immunitaire).
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Souche Syndrome Facteur de Role du facteur de virulence
virulence
EPEC
(026, O55,
086, Adheésion étroite et destruction
0111, 0119, Gastro-entérites Entérotoxine des
0125, 0126, infantiles aigués ou Shiga-like microvillosités des entérocytes de
0127, 0128, chroniques Pintestin gréle
0142)
(06, 08,
Entérotoxine
015,020, 025, | Diarrhées trés thermolabile Adhésion aux entérocytes de
063, 078, 080, | Liquidiennes Entérotoxine Pintestin gréle.
085, 0115, Thermostable
0128, 0139)
EIEC
(028, 0112,
0124, 0136, Diarrhées Entérotoxine Invasion et multiplication dans
les
0143, 144, Dysentériformes Shiga-like entérocytes du cblon
0147,
0152)
EHEC Diarrhees Adhésion étroite et destruction
des
(0157 mais sanglantes,
Vérotoxine microvillosités des entérocytes du
aussi 026 et Colites
0111) Hémorragiques cblon
-Méningite -L’antigéne k1
E.coliK1l -I'opposition a la phagocytose
néonatales capsulé.
-conférant aux souches qui les
possedent la propriété de se fixer
- E.coliO 1, 2, aux
4,6,7, 16, 18, cellules épithéliales. L'adhérence
Infections urinaires
75. Adhésines constitue une étape essentielle de
la
- E.coliK 1, 2,
3,12, 13. pathogeneése des infections dues
aux
bactéries entériques
-fournissant aux bactéries le fer
-des systémes de | indispensable a leur
captation du fer | multiplication
- des cytotoxines. | -occasionnant des dégats
-la capsule tissulaires,
facilitent leur diffusion
- les chaines
- résistance a la phagocytose

40




Chapitre 02 : Les bacéries

E. coli k1 Bactériémie latérales du
-Action bactéricide du
lipopolysacchari | complément

de (LPS). (résistanceau systeme
immunitaire).

Les serotypes d’Escherichia coli :

KAUFFMANN a établi les bases du schéma d’identification par sérotypie correspondant a
une combinaison de certains antigénes de surface que 1’on peut mettre en évidence. La mise au point
et I’utilisation de cette technique ont permis d’identifier les différentes souches pathogénes d’E. coli.
Trois (03) antigénes de surface ont pu étre étudié et retenus : les antigénes somatiques « O »,
capsulaires « K » et flagellaires « H » .Les souches pathogenes d’E. coliont une taille supérieure a
celle des souches commensales non pathogenes [41].Cette différence s’observe au niveau du génome,
le génome des souches pathogenes est caractérisé par la délétion d’un certain nombre de génes et
I’addition d’autres régions supplémentaires (traits accessoires) [65].Les souches pathogénes d’E.
colipossedent environ 20 % d’information génétique supplémentaire, acquise extérieurement au cours
de transferts horizontaux d’ADN [41].

0 Antigenes somatiques O : (lipopolysaccharide)

L’antigéne somatique O détermine le sérogroupe. Les antigénes somatiques sont composés de
lipopolysaccharides (LPS) présents sur la paroi bactérienne. Certaines molécules de LPS permettent a

la bactérie de se protéger contre 1’action lytique du complément [66].

0 Antigenes flagellaires H : (protéine)

L’antigéne flagellaire H est de nature protéique et entre en jeu dans la structure du flagelle
permettant la mobilité de la bactérie. La diversité des antigenes H est due aux différents types de
flagelline et il en existe plus de 56 [66].

0 Antigenes de surface K : (polysaccharide)

Encore appelés antigénes capsulaires ou d’enveloppe ou encore antigéne Vi chez Salmonella, ce
sont des polyosides acides qui ont été initialement subdivisés en trois types & savoir : les antigénes A,
B, et L. IIs masquent I’Ag O, empéchant ainsi le sérotypage lorsqu’ils sont présents [67].

Les souches les plus pathogénes possedent I’antigene K1 [68,69].

La biologie moléculaire montre I’existence de plus de 174 sérogroupes Ag O, 80 sérogroupes
Ag K et 56 sérogroupes Ag H différents avec plus de 9 000 combinaisons possibles [70].Malgré la
diversité des génomes de la bactérie E. coli et les nombreuses variations dues aux phénomenes
d’acquisition et de délétion de genes, plusieurs approches moléculaires ont permis d’élaborer une
signature génétique permettant de classer 1’espéce E. coli indépendamment des notions d’E.

colicommensal [71].et pathogene [72].
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A.8. Traitement :
Traitement curatif:

Celui des infections urinaires et biliaires repose sur l'antibiothérapie et la correction desfacteurs
favorisants. Le traitement curatif des diarrhées aigués a colibacilles repose surtout surla réhydratation.

Le traitement des infections péritonéales repose sur le drainage etl'antibiothérapie [73].

Traitement préventif:

Le traitement préventif fait surtout appel aux mesures d'hygiéne générale notammentalimentaire

et aux mesures d'hygiéne individuelle [73].

B/les staphylocoques :
Historique :

Observés par Pasteur en 1879 dans un pus de furoncle, les staphylocoques doivent leur nom a
OGSTON (1881) qui les a mis en évidence dans des abcés aigus et chrocommunautaires que

nosocomiales.

Définition de staphylocoque :

Le staphylocoque est un germe bactérien du genre Staphylococcus, dont différentes
souches existent. Chez I'étre humain, les plus fréquentes sont le Staphylococcus aureus (ou
staphylocoque doré), le Staphylococcus epidermidis (ou staphylocoque blanc), mais aussi le
Staphylococcus saprophyticus. Ceux-ci peuvent étre présents dans tous les environnements
(eau, sol, air, aliments, objets). "On peut trouver des staphylocoques sur notre peau, sur les
muqueuses, dans le nez... sans que cela n'entraine aucun symptome", explique le Dr Tarek
Msadek, chef du Département de Microbiologie de [I'Institut Pasteur. "Mais ces
staphylocoques peuvent néanmoins devenir pathogenes (responsable d'une pathologie) quand
ils se retrouvent dans un endroit ou ils ne devraient pas étre, et ils engendrent alors des

infections diverses".

La gravité de celles-ci est définie selon le type de bactérie et I'endroit ou elle se
retrouve. Les deux staphylocoques les plus communs chez les hommes sont les
staphylocoques dorés et blanc. "On les distingue par leurs facteurs de virulence : le premier
est le plus grave des staphylocoques, tandis que le second s'attaque surtout a I'épiderme”

précise le spécialiste[74].
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Figure 18: Structure cellulaire de staphylococus aureus...[40].

Staphylococcus aureus :
Taxonomie:

Selon la neuviéme edition du Bergey’sManual of SystematicBacteriology
les staphylocoquessont classes parmi les bactéries a Gram positif, dans le phylum des

Firmicutes

Classe : Bacilli
Ordre : Bacillales
Famille : Staphylococcaceae

Genre : Staphylococcus

Espéce : Staphylococcus aureus [33,75, 76]B.3.2. Habitat :

Les staphylocoques sont des bactéries commensales de la peau et des muqueuses de I’homme10 a 40%
d’individus porteurs de fagon permanente (environ 60% qui hébergent S. aureus de facon
intermittente) a une densité de 103 a 104 CFU/cm2 [77].

Caractéres bactériologiques :
A/. Caracteres morphologiques :

S.aureusse présente sous I’aspect de cocci en petits amas, en diplocogues ou en trés courtes
chainettes (3a5 éléments), mesurant de 0,8 a 1 pm, et Gram positif (Fig.16) [78]. La division cellulaire
peut se faire sur plusieurs plans, ce qui donne lieu & des arrangements cellulaires variés: la division
n’aboutit pas a la séparation compléte des cellules filles [79].11 est immobile, non sporulé et ne
posséde pas de capsule visible au microscope optique sauf de trés rares souches (souche Smith) ;

d’autre souches formant des colonies mucoides sont entourées d’une pseudocapsule [78].
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Figure 19: Aspect de Staphylococcus aureus microscopie électronique X 20000) [41].

b/. caractéres culturaux :

S.aureusest aérobie, anaérobie facultatif et cultive facilement sur milieu ordinaire ; certains
facteurs de croissance sont indispensables (vitamineB1, acide nicotinique) ; Il pousse en milieu
synthétique contenant des sels, du glucose et quatorze amino-acides dont la cystéine, la thiamine et
I’acide nicotinique [78].La température de croissance optimale est de 37°C (mésophile), il peut croitre
aussi a 6-12°C (psychrophile). Le pH optimal est de 7,5 (neutrophile) mais de grandes variations sont
tolérées [75].

En bouillon ordinaire, la culture est rapide, en quelques heures un trouble homogéne puis un
dépdt sont observés, il n'y a pas de production de pigment en milieu liquide. Sur gélose ordinaire, les
colonies sont lisses, ronde, bombées et leur diamétre est de 1mm ; la plupart des souches produisent un
pigment doré non diffusible dans le milieu [78].Aprés culture de 24 heures sur gélose au sang, les
colonies qu'ils produisent sont de plus grand diamétre que celles produites sur gélose nutritif. Ainsi,
une pigmentation peut étre observée ou la couleur varie selon I'espéce, le caractére pigmentaire n'est
donc pas propre a I'espéce [79].

Le pigment non diffusible produit par cette bactérie, soluble dans les solvants des graisses, est
de nature caroténoide et comporte un mélange d’au moins sept constituants, son réle physiologique
n’est pas bien connu. Les souches productrices ont, en général, un métabolisme trés actif et une
diffusibilité épidémique grande, l'absence de production est souvent associéea d'autres caracteres
(groupes phagiques et antigéniques) [78].

S.aureustolére le sel et pousse dans un milieu contenant 75% de NaCl (milieu de Chapman) qui
est utilisé comme milieu sélectif (Le Minor et VVéron., 1984); Sur ce milieu, les colonies sont souvent
pigmentées et entourées d’une auréole jaune, la plupart des souches de S. aureus fermentent le
mannitol et font virer le milieu du rouge au jaune orangeé [79].

Par contre, en bactériologie alimentaire pour isoler et caractériser le staphylocoque, le milieude
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Baird Parker est utilisé. Il est & base de téllurite comme agent sélecteur, enrichi en glycine,en pyruvate
et en jaune d’oeuf [76].

c/.Caractéres physiologiques et biochimiques :

Staphylococcus aureus possede une catalase mais pas d’oxydase. Ils sont actifs sur les hydrates
de carbone : le glucose est utilisé en anaérobiose et aérobiose ainsi que le

mannitol. L’utilisation de ces deux sucres caractérise 1’espéce S. aureus. D’autre caractére
peuvent étre recherchés : indole(-), acétoine(+), uréase(+), réduction du tellurite de potassium, des
nitrates en nitrites, production d’ammoniaque a partir de 1’arginine [75].

Pouvoir pathogéne :
Staphylococcus aureus comporte deux sous especes :
- S.aureussubsp.anaerobius :bactérie a catalase (-) et pathogene pour I’animal.

S.aureussubsp.aureus :bactérie pathogéne par virulence (elle fabrique des

protéines desurface et des enzymes dont la coagulase libre et la thermonucléase) et par

toxinogénese (elle produit diverses toxines, dont des entérotoxines de différents
typesantigéniques : A a F). Staphylococcus aureus, espéce deStaphylococcus a coagulase positive, est
fréguemment rencontré chez I’homme. Il peutétre responsable d’infections cutanées (impétigo,
furoncles...), d’infections de lasphére ORL (sinusites, otites...),d’infections diverses et d’infections
septicémiquesredoutables, d’infections nosocomiales, et d’intoxication alimentaires individuelles
oucollectives (TIAC) [76].

Facteurs de virulences :
La pathogénicité de S .aureus est surtout reliée a I’expression de facteurs de virulence.

En plus de facteurs structuraux, il a en effet la capacité de sécréter, apres invasion, des facteurs
d’adhésion, des toxines ou encore des enzymes. Quelques exemples de ces facteurssont résumeés

dans le tableau 3 :

Tableau 4: Facteurs devirulence de Staphylococcus aureus [75].

Facteurs Génes fonctions
Clumping clfA Adhésion au
factor A fibrinogéne
Clumping clfB Adhésion au
factor B fibrinogéne
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Coagulase Coa Liaison au fibrinogéne
Protéine Fib A fibA Liaison au fibrinogéne
Fibronéctine fbA Attachement
lige ala ala
protéine A fibronéctin
e
Fibronéctine fnbB Attachement
lige ala ala
protéine B fibronéctin
e
Collagene lie Cna Adhésion au collagéne
ala
. rotéine
Constituants de P
laparoi cellulaire | Elastine liée Ebps Liaison & Pélastine
ala
protéine
Protéine Liaison a la protéine
analogue Map ou de lamatrice
MHC eap extracellulaire
(incluant fibronéctine ,
fibrinogéne
vitronectine,,
sialoprotéine osseuse
et thrombospondine).
Adhesine Adhésion
intracellulaire Pla intracellulaire et
polysaccharidi formation de
que biofilm
Protéine A Spa Invasion possible

desdéfenses de
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I’hote
Polysaccharides Molécule
capsulaire (type Cap Anti-
15 phagocytos
et 8) e
Invasion des défenses
del’héte avec des
Entérotoxines superantigenes,
A-E.H Seash responsables des
diarrhéesassociées a la
nourriture
Invasion des défenses
Syndrome du del’hote avec des
choctoxique Tst superantigenes
toxine -1 responsables de TSS
Invasion des défenses
Toxine del’hote , agents
exfoliati Eta etb responsables du
VveA B syndromede la peau
ébouillantée
Lipase Geh Invasion des défenses
del’hote
Invasion des tissus et
Protease V8 SasPou modification des
ssp protéinesde surface
L eucocidine Invasion des défenses
de Panton- lukF,lukS de I’hote ,lyse des
Valentine phagocytes
de I’héte
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Invasion des défenses

Staphylokinase Sak
del’hote
Invasion des tissus, a
partir des pores dans
Hemolysine -a Hla les membranes des
cellules del’hate
Beta - HIb Tissue invasion
hemolysine ,Sphingomyclinase
Sigma- HId Potentialisation de la
hemolysine beta
—hemolysine
Gamma- Hla Potentialisation de la
hemolysine AB.C lysedes cellules de
I’hote
Phospholipase Plc Lyse cellulaire
C
Elastase sep A Invasion des tissus
Hyaluronidase hys A Invasion des tissus

Traitement ;

Sont requises pour limiter la dissémination de ces bactéries. Aujourd’hui, I’antibiothérapie. En

milieu hospitalier, des mesures draconiennes d'hygiéne et d'isolement des patients reste letraitement

de choix, surtout dans les phases précoces de I’infection. Cependant, I'émergence récente de souches

résistantes a la vancomycine laisse entrevoir une

vaccinales sont actuellement a 1’étude [78].

Prophylaxie :

O Prophylaxie individuelle :

impasse thérapeutique, mais des approches

Le portage sein ne constitue pas un danger sérieux pour le sujet ; en revanche un sujet atteint
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de furonculose chronique doit étre traité et le portage nasal pris en considération. La

prophylaxie de la septicémie chez un sujet porteur de lésions staphylococcique évolutive est
essentielle. L’utilisation de vaccins cellulaires inactivés et d’anatoxine a été préconisée, mais les

résultats sont incertains [78].

0 Prophylaxie collective :
La surveillance et le contrdle de ces infections sont basés sur les mesures principales suivantes:

suppression des infections croisées, éducation du personnel, retour au aspect absolu des

regles relative a I’asepsie et a I’antisepsie, rationalisation de 1’emploi des antibiotiques a titre curatif et
préventif [78].

Figure 20: ’antibiothérapie des infections a staphylocoques....[46].
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l. Introduction.

La lecture d’un antibiogramme est semée d’embiiches qu'il faut savoir reconnaitre avant de
prescrire un antibiotique. Avec l'augmentation croissante de bactéries résistantes aux agents anti-
infectieux, L'antibiogramme est devenu un outil indispensable dans le choix judicieux de
I’antibiotique. Il existe une résistance naturel le et une résistance acquise aux antibiotiques. Par
exemple Escherichia coli est naturellement résistant aux macrolydes alors que la résistance de
strptococcus pyogenes aux macrolides peut étre acquise . Les résistances naturelles ne posent pas de
probleme au médecin car elles sont définies et bien connues. En revanche, le développement de
résistances acquises des bactéries pose un probléme en raison du principe d ‘incertitude qu'elles
introduisent dans | ‘efficacité de la prescription empirique d’un antibiotique et de I’impasse
thérapeutique qui peut en résulter. Cet article passe en revue les principes de ’établissement d’un
antibiogramme ainsi que les piéges a éviter dans sa lecture et son interprétation. Quelques exemples
devraient permettre au clinicien de se familiariser avec le choix d 'un antibiotique aprés avoir pris
connaissance des résultats d 'un antibiogramme. Il faut en effet se souvenir que 1’antibiogramme nous

donne des informations établies in-vitro qui ne sont parfois pas transposables in-vivo [80].

I1. Techniques des Antibiogramme.

La détermination de la sensibilité des bactéries aux antibiotiques est une tache délicate pour le
laboratoire.

L'information doit étre correcte, précise et reproductible. C'est pourquoi la grande majorité des
laboratoires suisses ont opté pour les normes américaines du National Committee of Clinical
Laboratory Standards (NCCLS). En plus d’un suivi de I’évolution scientifique sur le plan clinique et
de laboratoire, cette norme permet d’effectuer des tests standardisés dont les résultats sont
comparables avec ceux d 'autres laboratoires utilisant la méme norme.

Sur le plan technique, il existe plusieurs maniéres de faire un antibiogramme. A part les
techniques automatisées basées sur les criteres d e | a NCCLS et proposees par différents fabricants, le
test de diffusion et | a détermination de la concentration minimal e inhibitrice (CMI) sont les méthodes
les plus fréquemment utilisées. Pour des situations cliniques particuliéres comme, par exemple,
I’endocardite, la détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB) peut étre envisagée.
Le test de diffusion ne requiertpas de techniques de laboratoires sophistiquées mais peut se faire dans
tous les laboratoires de microbiologie clinique (figure 1). Ce test est standardisé et mis a Jour
annuellement par laNCCLS par la publication de documents actualisées contenant les criteres
d’interprétation. Avant l'introduction de 1’E-test, la détermination de la CMI était une technique
astreignante etlaborieuse. El | e se faisait en bouillon, voire en gélose, en demandant un important
temps de Préparation. La méthode du E-test se sert d’une bandelette imprégnée d’un gradient de

Concentration d’antibiotique. Ce dernier induit une zone d’inhibition sous forme de goutteautour
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de la bandelette.

La CMI est lisible directement sur 1’échelle a I’intersection entre la croissance bactérienne et |
a bandelette Techniquement, cette méthode se distingue peu de la méthode de diffusion et peut étre
réalisée dans des laboratoires non spécialisés.

11 est clair que la valeur prédictive de 1’antibiogramme par rapport au succes thérapeutique n'est
que relative. Il existe de nombreuses nuances faisant d e I’antibiogramme un instrument indicatif pour
le choix thérapeutique judicieux. Un microorganisme sensible chez un patient immunocompétent et
résistant chez un patient immunocompromis donne une excellente valeur prédictive pour le succes et

I’échec thérapeutique respectivement [80].

Figure 21: Test de diffusion d’un antibiotique : détermination de I’efficacité des
substances antimicrobienne [49].

1. Choix de I’antibiotique.

Résistances naturelles et acquises des bactéries.

Le développement de résistances aux antibiotiques n'est pas identique chez toutes les bactéries
comme il n’est pas identique non plus pour une méme bactérie, face a tous les antibiotiques. A titre
d’exemple, chez les staphylococcus aureus les genes erm A et erm C conférent une résistance aux
macrolides a 14 ou 15 atomes ;mais pas aux macrolides a 16 atomes en raison de leurs différence de
structure et de conformation .

Le taux de résistance peut varier significativement d’un pays a 1’autre, en liaison sans doute
avec les habitudes de prescription et | a compliance des patients: en france par exemple, plus de
57 ,5% des Pneumocoques sont résistants a | érythromycine .

Le taux de résistance de pneumocoque a la pénicilline G aux debut des annees 2000 est

tres élevé
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comme en France en 2001 ( 55,4 %) en Espagne en 2000 (50%) aux Etat Unis en 2000
(34%)

L'apparition de nouveaux antibiotiques, souvent découverts et introduits en raison des
résistances bactériennes, provoque une large prescription et, inévitablement, la survenue de nouvelles
résistances.

Le spectre de I’antibiotique choisi devrait idéalement étre le plus restreint possible en raisondu
risque de développement de résistance de la flore normale. 1l est recommandé de traiter parexemple
une colite a Clostridium difficile par du m étronidazole et non par la vancomycine,pourtant aussi
efficace que le métronidazole, car celle-ci sélectionne des entérocoquesrésistants a | a vancomycine
qui peuvent étre présents dans le tube digestif du patient. Bienentendu, la compliance du patient va
également jouer un rdle important dans la survenue derésistances. La résistance par mutations est
plus fréquente vis-a-vis de certains antibiotiques comme les fluoroquinolones, la rifampicine et | ‘acide
fusidique par exemple. On doit en tenircompte pour | e traitement des infections a fort inoculum ou

le traitement des infections decorps étranger [80].

Lecture de I’antibiogramme.

La lecture d’un antibiogramme doit étre systématique au méme titre que celle d'un
Electrocardiogramme par exemple. On commence par regarder le résultat du gram qui figure
habituellement au début du rapport microbiologique. Celui-ci nous permet parfois de faire la
différence entre une infection et un semple colonisation sans conséquence. Prenons I'exemple d’un mal
perforant plantaire chez un diabétique dont I’écoulement purulent met en évidence deux
Staphylococcus epidermidis avec de multiples résistances (méthicilline, fluoroquinolones). Sans
prendre connaissance du Gram, le praticien non averti va etre tenté de prescrire le seul antibiotique
efficace sur les deux Staphylococcus epidermidis, soit la vacomycine (traitement cher, nécessitant une
administration intraveineuse). Le Gram montre en effet que ces deux bactéries ne sont pas visibles a |
‘'examen direct et ne poussent qu'en trés faible quantité, ce qui permet de penser qu'il s'agit simplement
d 'une colonisation normale qu'il ne faut bien entendu pas traiter [84].

Il faudrait plutot tenter d’obtenir un prélévement plus profond (osseux si une ostéomyélite est
confirmée) afin de diriger D’antibiothérapie contre les bactéries en cause. Lorsque plusieurs
microorganismes sont cultivés a partir d’un site normalement stérile (urine, sang, liquide céphalo-
rachidien) et considéré comme infectieux, le choix de I’antibiotique peut étre compliqué par
I'impossibilité apparente d 'utiliser une monothérapie comme le montre I'exemple ci-dessous. Un
patient de 82 ans, opéré il y 3 semaines pour une hyperplasie de la prostate, se plaint d’une dysurie,
d’une pollakiurie et d’une douleur du périnée en position assise. 1l est fébrile a 38,2 °C. L'examen des
urines révele une importante leucocyturie ainsi que la présence de nitrites. Le diagnostic de probable

prostatite ou de pyé-lonéphrite est pose. Les résultats microbiologiques sont relevés dans le tableau 2.
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Le choix d’un antibiotique efficace contre les 3 microorganismes cultivés serait facilité si toutes les
cases du tableau étaient remplies ; or seuls deux antibiotiques ont été testés pour I’entérocoque par
exemple. Il ne s'agit pas d’un oubli du laboratoire de microbiologie mais d’une habitude. Les
antibiotiques auxquels ’entérocoque est naturellement résistant (quinolones, cépha- losporines) ne
sont bien entendu pas testés, et de ce fait, pas retranscrit dans le tableau, car le laboratoire estime que
les praticiens connaissent ces résistances. L'Escherichia coli est, lui, naturellement résistant aux
macrolides (érythromycine), a la clindamycine, a la pénicilline et aux glycopeptides (vancomycine).
Pour d’autres familles d’antibiotiques, on ne teste qu'un antibiotique de base et, en cas de sensibilite,
on extrapole ces résultats aux autres membres de la méme famille. L'entérocoque est sensible a
I’ampicilline (famille des béta-lacta-mines) ; il l'est donc aussi & I’amoxicilline, a 1’association

amoxicilline + acid e clavulanique et a

I'imipenem ce qui n'est pas retranscrit dans le tableau, car ces connaissances sont considérées
comme acquises [83].

Fort de ces connaissances, on peut virtuellement compléter le tableau 2 et 3 et constater que
Seuls ’association amoxicilline + acide clavulanique ou I’imipenem pourraient étre efficaces. En cas
de possibilités multiples, on choisira de préférence le spectre antibiotique le plus étroit,ainsi dans ce

cas I’amoxicilline + acide clavulanique.

Microorganismes résistants aux antibiotiques.

Certaines résistances bactériennes sont discréetes et pas forcément transmises par le laboratoire
de microbiologie. Prenons I’exemple d’un staphylocoque coagulasse négatif résistant a

I’érythromycine et sensible & la clindamycine. La prescription de ce dernier pourrait aboutir [80].
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Figure 22: Un antibiogramme ...[52].

Tableau 5: Résultats microbiologiques.
S : Sensible, | : Intermédiaire, R : Résistant.

Enterococ Escherichia coli Staphylococ
cus cus
faecalis aureus
Amikacine R S R
Amoxicilline/Clavulan S S S
ate
Ampicilline S S R
Céfalotine R S S
Ceftriaxone R S S
Ciprofloxacine R S S
Clindamycine R R S
Co-trimoxazole R S S
Erythromycine R R S
Gentamicine R S S
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Imipenem S S
Norfloxacine R S
Ofloxacine R S
Oxacilline R R
Pénicilline R R
Vancomycine S R

Tableau 6: Limites acceptables des diamétres d’inhibition (mm) obtenus par diffusion en
gélose (moyennes + 1 écart-type calculés 400 tests).

Antibiotique | Charge Escheric Pseudom Staphylococ Providen
hia ona cus cia
coli aerugino aureus stuartii

sa
CIP
Du CIP CIP C
disque 7624 76110 I 107808
P
7
6
2
5
Pénicilline G 6 } . 3 .
MY 1
(10 ,
ul) 0
3
8
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5
Oxacilline 5 g - - 2 -
7
0
4
0
Amoxicilline 2519 22,0 - - - 6,0-7,0
26,5
Amoxicilline 20/10 220 - i i 6.0-8.0
lac. ug 270
clavulanique
Ticarcilline 75 ug - 25,0 - - -
30,5
Pipéracilline 75 ug - 27,5 - - -
32,5
Céfalotine 30 ug 18,0 - - - 6,0 -6,5
23.0
Céfotaxime 25,0 -
30 ug 32,5 - - -
37,7 32,0
Ceftazidime 30 pg - 25,5 - - -
31,5
Imipénéme 10 ug - 24,5 - 29 - -
)
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Gentamicine

15u

22,0 - 15,5 - 24,0 - 13,0 -
9 26,5 22,5 28,5 17,0
(10
ul)
Tobramycine 10 ug - 20,5 - - -
26,5
Amikacine 30 ug 21,5 - 20,0 - - 24,5 -
26,0 26,0 29,0
Acide 30 ug 255 - - - -
nalidixi 30,5
que
Pefloxacine 5 g 29,0 - - 25,5 - 6,0-75
35,5 29,5
Ciprofloxacin
e
5 g - 17,5 -
31,0 - 29,0 - 22,5
38,0 36,5
Ciméthoprime
/
1,25/23,
75 25,5 - - 28,0 - -
Sulfaméthoxa 30,5 32,5
zel "
(cotrimoxazo
le)
Erythromycin 15 Ul - - 26,0 - -
e 31,5
Lincomycine 15 g - - 24,5 - -
29,5
Pristinamycin 15 pg - - 26,5 - -
e 32,0
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Rifampicine 30 ug - 34,0 - -
39,0

Acide 10 ug - 28 5 - -
fusidique 34,5

Fosfomycine 50 pg 24,0 - -
35,0

Colistine 50 pg 17,0 - - -

22,0

Vancomycine 30 ug - 17,5 - -

20,5
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. Méthode et matériel.

Notre travail a été effectué au sein du laboratoire de recherche de I’universit¢ ABBES LAGHROR de
KHENCHELA. Ce travail s'inscrit dans le cadre d’obtention du Diplome Master en biochimie
appliquée. L’objectif de ce travail est de montrer la présence ou non d une resistance bacterienne
(staphylocoque blanc ;escherichia coli et staphylocoque coagulase négative) aux antibiotiques de la
famille des macrolides en réalisant des antibiogrammes .

Matériel :
Souches bactérienne de type Staphylocoque Blanc et Coagulasse Négative
Souche bactérienne de type Escherichia coli

Antibiotique de la famille des macrolides :Spiramycine 1 ,5M.Ul Et Roxithromycine HUP
150mg

Matériel de laboratoire.
Plusieurs reactifs chimique et verreries ont été utilisés pour nos études de 1’activité antibactérienne .

e Réactifs chimique : L’eau distillée, milieu muler hilton

e Verreries :,Béchers ,Balance électrique , ,Pipette pasteur ou micropipette ,Boite de pétri
en verre , Ecouvillon stérile ,

Un bécher
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Un mortier et pilon Une balance électrique

La spatule Un verre de montre

spiramycine Roxithromycine
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Mode opératoire :

1- on a choisie 2 antibiotiques de la famille des Macrolides plus spécialement des Spiramycine et
Roxithromycine qui ont probablement des propriétés chimiques et pharmaceutiques différentes Ces
antibiotiques se présentent sous forme de comprimé (pour la voix orale), alors on a fait un broyage de
2 ,652g de Spiramycine et 2,131g de Roxithromycine dans un mortier-pilon a fin de les réduire a

I’état poudre puis sont dilués dans de I’eau distillée jusqu’ a 100ml a fin de faire une répartition
homogeéne et vaincre le gradient de concentration

1- On a pesé la Roxithromycine 2- On a pesé la Spiramycine

3-Ona broyé manuellement les deux 4-On les a mis dans deux béchers

antibiotiques séparément avec une spatule

64



Chapitre 04 : Méthode et matériel

5-On a dilué les antibiotiques en poudre avec I’eau distillée jusqu'a 100ml

2- Au niveau du laboratoire de bactériologie on a préparé dans des boites pétri le milieux de Cultures (
Muller Hilton) puis on a récupéré des souches de plusieurs sources de staphylocoque blanc ,
staphylocoque coagulase négative et Escherichia coli qui se sont développées dans un milieu
physiologique (isotonique concentration en Na Cl 9 gramme par litre).

@0 REDMINOTE 8
QO Al QUAD CAMERA

@O REDMINOTE 8

QO Al QUAD CAMERA

6 - On stérilisé I’anse de platine 7 —on a prélevé les bactérie par
a la flamme du bec bunsen frottement
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REDMI NOTE &
Al QUAD CARMERA

8-L’anse est immergée dans 9ml de I’eau physiologique
3-Aprés ceux-la une fois les souches activées on a procédé a des ensemencements sur le milieu de

culture ; a l aide d’une micropipette ou un écouvillon stérile

@0 REDMI NOTE#
OO/ A1GUAD CAMERS,

9- Les bactéries activées

10- Ensemencement a I’aide d’une micropipette
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@O REDMI NOTE 8 @O REDMI NOTE 8
OO Al QUAD CAMERA C©O Al QUAD CAMERA

3-Nous avons déposé les disques de walkman dans la solution de I’antibiotique diluée et aprés un
égouttage bien fait nous avons placé les différentes pastilles d’antibiotiques préparées

Apres on laisse les souches se développer dans les milieux approprier dans une étuve incubatrice a
une température de 37 °C en présence du CO, pendant 18 & 24 heures.
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@O REDMI NOTE 8
CO Al QUAD CAMERA

12-On a stérilisé la pince a la flamme du 13-On a pris les disques de walkman
Bec bunsen

14-On les a immergé dans la solution de 15-Apreés egouttage nous avons placé

L’antibiotique diluée les pastilles des antibiotiques dans

Les boites pétris
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@O REDMINOTE 8 \ @O REDMINOTE 8
OO Al QUAD CAMERA ‘©O Al QUAD CAMERA

16-On a mis les boites pétri dans une étuve

Aprés on laisse les souches se développer dans les milieux approprier dans une étuve incubatrice a

une température de 37 °C en présence du CO, pendant 18 a 24 heurs.

& C REDMI NOTE 8
SO Al QUAD CAMERA

Une étuve

Apreés écoulement du temps nécessaire, on a récupéré les boites pétris et on commence la
lecture de 1’antibiogramme avec une régle spécifique et en mesure du diameétre des zones d’inhibition
de chaque pastille d'antibiotique, ensuite on évalue leurs effets bactéricide et bactériostatique d’aprés
leur concentration minimale inhibition (CMI).

Résultats :

Apreés 24 heures d’attente dans les meilleures conditions (température 37°C, humidité

70%...etc).
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1-On en déduire que pour Escherichia coli :

Pastille spiramycine
Lecture des ATBG en utilisant les pastilles de roxithromycine et spiramycine sur
E .coli.
On en déduire que I’ antibiotique Roxithromycine n’a aucun effet d” inhibition sur le

développement d” Eschérichia coli et par conséquent aucune zone d’ inhibition .

Par contre pour la pastille spiramycine on remarque 1’apparition d’ une zone d’

inhibition importante de 12 ,78mm de diamétre montrant une sensibilité significative .

-pour le staphylocoque blanc
Pastille Roxithromycine

Pastillie
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spiramycine
Lecture des ATBG en utilisant les pastilles a la roxithromycine et spiramycine sur
staphylocoque blanc.
on remarque 1’apparition d’une zone d’ inhibition importante de 29 ,09 mm de diametre
montrant une sensibilité significative de staphylocoque blanc a la spiramycine et une
petite zone d’inhibition de 11,48 mm de diamétre montrant une sensibilité
intermédiaire de staphylocoque blanc a la Roxithromycine .

3-pour le staphylocoque coagulase négative
La pastille roxithromycine

La pastille spiramycine
Lecture des ATBG en utilisant les pastilles a la spiramycine et la Roxithromycine

sur Staphylocoque coagulase négative.

on remarque 1’apparition d’une zone d’ inhibition importante de 24 ,23 mm de diamétre
montrant une sensibilité significative de staphylocoque coagulase négative a la
spiramycine et une petite zone d’inhibitions de 11,21 mm de diamétre montrant une

sensibilité intermédiaire de staphylocoque coagulase négative a la Roxithromycine .
Discussion :

Les trois bactéries E coli, Staphylocoque Blanc et Couagulase Négative sont tres sensibles a la
Spiramycine qui a une action significative sur ces bactéries confirmée respectivement par les

diametres des zones d’inhibitions( 12 ,78mm ; 29 , 09mm ; 24, 23mm)
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B-E coli est totalement résistante a la Roxithromycine avec une absence totale de la zone

d’inhibition sur I’antibiogramme .
C-Staphylocoque Blanc et Coagulase Négative présentent une sensibilité intermeédiaire

a la Roxithromycine confirmée par les diameétres des zones d’inhibitions(11 ,48mm et

11 ,21mm) .
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Conclusion générale

La chimie et biologie font aujourd’hui partie de notre environnement quotidien, ces
deux disciplines étant a la croisé de nombreuses industries et de nombreux secteurs, tel que la
pharmacie, 1’agroalimentaire, I’environnement, la biotechnologie, constituant autant de

domaines dans lesquels les professionnels de la chimie et la biologie exercent leurs activités.

Le travail présenté dans ce mémoire peut étre scindé en deux grandes parties qui sont la

partie bibliographique, et la partie expérimentale

Dans la partie bibliographique nous avons donné des apercus et des définitions bien

détaillées sur les bactéries, les antibiotiques et les antibiogrammes

Les méthodes expérimentales constituent I’ossature de ce travail, et en particulier les

techniques de préparation des pastilles.menées avec rigueur selon les standards internationale.

De plus, les modéles des antibiotiques qu’on a étudié dans ce mémoire apportent une
formalisation plus précise de la résistance et proposent une formalisation de I’interaction entre
les bactéries et les antibiotiques. Les résultats de ces analyses renforcent I’idée que 1’infection
ne disparait jamais par multi-exposition aux antibiotiques mais si on combine les avantages
des antibiotiques ceux fournis par les médicaments anti-virulence, étant donné les parametres

spécifiques de I’infection, il est possible d’identifier des stratégies de traitement.
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Résumé:

La chimie et biologie font aujourd’hui partie de notre environnement quotidien, ces deux disciplines
étant a la croise de nombreuses industries et de nombreux secteurs, tel que la pharmacie, I’agroalimentaire,
I’environnement, la biotechnologie, constituant autant de domaines dans lesquels les professionnels de la
chimie et la biologie exercent leurs activités.

Les méthodes expérimentales constituent 1’ossature de ce travail, et en particulier les techniques de
préparation des pastilles.menées avec rigueur selon les standards internationale. De plus, les modéles des
antibiotiques qu’on a étudié dans ce mémoire apportent une formalisation plus précise de la résistance et
proposent une formalisation de I’interaction entre les bactéries et les antibiotiques. Les résultats de ces
analyses renforcent 1’idée que I’infection ne disparait jamais par multi-exposition aux antibiotiques mais si
on combine les avantages des antibiotiques ceux fournis par les médicaments anti-virulence, étant donné les

parameétres spécifiques de I’infection, il est possible d’identifier des stratégies de traitement.

Abstract:

Chemistry and biology are today part of our daily environment, these two disciplines being at the
crossroads of many industries and many sectors, such as pharmacy, agrifood, environment, biotechnology,
constituting as many fields in which chemistry and biology professionals carry out their activities. The
experimental methods constitute the backbone of this work, and in particular the techniques for preparing the
pellets, carried out with rigor according to international standards. In addition, the antibiotic models
studied in this thes provide a more precise formalization of resistance and propose a formalization of the
interaction between bacteria and antibiotics. The results of these analyzes reinforce the idea that the
infection never goes away with multiple exposure to antibiotics, but if we combinethe advantages of
antibiotics with those provided by anti-virulence drugs, given the specific parameters of the infection, it is

possible to identify treatment strategies.
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