Les infections respiratoires restent a 1’heure actuelle les affections les plus

fréquentes chez ’enfant.

Elles contribuent significativement a la morbidité en pédiatrie et a la mortalité
des jeunes enfants dans les pays en développement avec un taux de létalité estimé a
15%. L’origine bactérienne majeure de ces maladies demeure : Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenza et Moraxella catarrhalis. L’on a toujours su
maitriser ces infections respiratoires par une antibiothérapie probabiliste
notamment avec des béta-lactamines et surtout des macrolides. Mais depuis les

années 80, elles sont de plus en plus compliquées a traiter.

DARWIN disait : «ce ne sont pas les especes les plus fortes et les plus

intelligentes qui survivent mais celles qui s’adaptent aux changements ».

Apparemment, les bactéries ont bien compris cela. Elles ont su s’adapter a
I’utilisation croissante irrationnelle d’antibiotiques, favorisant 1’apparition de

résistance.

De plus une surveillance microbiologique défectueuse et des moyens

thérapeutiques limités concourent aussi a I’émergence de résistance.

Cependant, on note I’apparition de plus en plus préoccupante de résistance

croisée et de multirésistance donnant plusieurs profils a ces bactéries.

C’est cette diversité de phénotypes qui nous incite a 1’étude des génotypes
afin de mieux comprendre la résistance et d’apporter des solutions aux problémes

posés par I’antibiothérapie dans les infections respiratoires.
L’objet de notre étude est :

- d’établir 1’état actuel de la résistance des principales bactéries

responsables des infections respiratoires aux - lactamines et macrolides;

- de prédire les causes génétiques de cette résistance.



| - DEFINITION D’UN ANTIBIOTIQUE

A D’origine, le terme antibiotique ne s’appliquait qu’a des molécules produites
par des micro-organismes (bactéries, levures, actinomycetes) qui suppriment la

croissance ou détruisent d’autres micro-organismes.
Depuis, le terme s’est généralisé aux antimicrobiens chimiques.

On distingue les antibiotiques bactériostatiques et les antibiotiques

bactéricides.

Les premiers inhibent uniguement la croissance des microorganismes.

L’induction d’une réponse immunitaire est nécessaire pour ¢liminer le pathogéne.

Les seconds les détruisent et peuvent étre utilises méme quand le patient est

immunodéficient.

Il - CLASSIFICATION DES ANTIBIOTIQUES [36]

La classification des antibiotiques repose sur leur structure chimique et leur

mécanisme d’action, lesquels conditionnent leur spectre d’activité.

1.1 BETA-LACTAMINES [10, 89]

Les béta-lactamines constituent la plus vaste et la plus prolifique famille
d’antibiotiques utilisée en thérapeutique. Ces derniéres années, la famille des béta-
lactamines s’est enrichie de nombreuses molécules particulierement dans le
groupe des céphalosporines. Cette croissance exponentielle constitue, avec la
structure spéciale des molécules des béta-lactamines, une des caractéristiques de

ces antibiotiques.

Les béta-lactamines sont caractérisées par leur structure et leur mécanisme

d’action.



11.1.1 Structure [36, 79]

Les béta-lactamines ont en commun le cycle béta-lactame, support de

I’activité antibactérienne dont 1’ouverture conduit a des produits inactifs.

Les molécules de béta-lactamines different, dans le cas des dérivés classiques,
par la chaine latérale substituant : 1’acide 6-amino-pénicillanique (6 A.P.A.) dans
le cas des pénicillines et 1’acide 7-amino-céphalosporanique (7 A.C.A.) pour les

cephalosporines.

Il existe des dérivés dits « non classiques » ayant un noyau central modifié

mais possédant une structure apparentee.

Le représentant le plus ancien de cette famille est la pénicilline G.

m Premier groupe

o Formule générale

Figure 1 : Formule générale du 1°" groupe.

+ Les pénams

Leur noyau de base associe un cycle B-lactame a un cycle thiazolidine,
correspondant aux pénicillines. Les molécules se distinguent par la nature du

radical fixé sur le carbone 6 et se répartissent en cing sous-groupes :
- Le sous-groupe de la pénicilline G (benzylpenicilline) a pour spectre
d'action les bactéries a Gram positif et les cocci a Gram négatif, a I'exception des

souches productrices de pénicillinases. Il comprend la pénicilline G, ses formes



retard et quelques pénicillines orales (pénicilline V, phénéticilline, propicilline,

clométhicilline);

- les penicillines anti-staphylococciques, résistantes a la pénicillinase du
staphylocogque : meéthicilline et isoxazolyl - pénicillines (1’oxacilline, la

cloxacilline, la dicloxacilline);

- les pénicillines a large spectre, actives aussi sur certains bacilles a Gram
négatif mais sensibles a I'action de la pénicillinase du staphylocoque ou des B-

lactamases des Gram négatifs;
- les aminopénicillines (I’ampicilline, I’amoxicilline, 1’épicilline);
- les carboxypenicillines (la carbenicilline et la ticarcilline) et I'apalcilline;

- les amidinopénicillines (I’amidinocilline ou la mecillinam et la

pivmécillinam) ne sont actives que sur les bacilles a Gram négatif;

- les inhibiteurs de B-lactamases, produits dont le radical R6 est un

halogene (I ou Br) ou penicillines-sulfones notamment le sulbactam.

+ Les Pénems

Ils se distinguent des pénams par I'existence d'une double liaison.

Figure 2 : Formule des pénems.



+ Les Carbapénems

La N-formidoyl-thiénamycine ou imipenéme est le seul produit actuellement
utilisé. Dou¢ d'un large spectre d’action, il est remarquable par sa grande stabilité

vis a vis de diverses 3-lactamases.

Figure 3 : Formule des carbapénems.

+ |Les Oxapénams ou clavams

Le représentant de ce groupe est l'acide clavulanique, d'activité
antibactérienne tres faible mais utilisé comme inhibiteur de [-lactamases en

association avec I'amoxicilline ou la ticarcilline.

Figure 4 : Formule des oxapénams.

m Deuxiéme groupe

o Formule générale

Figure 5 : Formule générale du 2°™ groupe.



+ Les Céphems

Ils correspondent aux céphalosporines au sens strict. Les produits utilisés sont
des dérivés semi-synthétiques de la céphalosporine de 3°™ génération elle méme

produite par un champignon (Cephalosporium).

Certains céphems sont produits par des bactéries (Streptomyces). Ce sont les
cephamycines (la céfoxitine, le céfotétan)

Figure 6 : Formule des céphems.

+ Les Oxacéphems

Un seul produit de synthese totale a été développé : le latamoxef.
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Figure 7 : Formule des oxacéphems.

Céphems, céphamycines et oxacéphems sont globalement désignés sous le
terme de céphalosporines et classés, selon leurs propriétés antibactériennes, en
quatre "générations".

Ce sont tous des produits a large spectre, mais dont I'intérét réside surtout
dans leur activité sur les bacilles a Gram négatif. De ce point de vue, les trois
génerations se distinguent par leur niveau d'activité intrinseque et leur résistance a

I'inactivation par les B-lactamases.



+ Les Céphalosporines de 1¢¢ génération

Elles peuvent étre actives sur des souches resistantes aux pénicillines a large
spectre. Elles sont par contre détruites par les céphalosporinases de nombreux

bacilles a Gram négatif.

Les principaux produits sont les suivants :la céfalotine, la céfacetrile, la
cefapirine, la céfaloridine, la céfazoline inactives par voie buccale ; la céfradine, la

cefalexine, le céfadroxil, le céfaclor, la céfatrizine, actifs par voie buccale.

+ Les Céphalosporines de 2™ génération

Elles se distinguent des précédentes par une relative résistance a certaines
céphalosporinases et un léger gain d'activité sur les souches sensibles. Ce sont les

céfuroxime, céfamandole et céfoxitine.

+ Les Céphalosporines de 3¢™ génération

Elles comprennent entre autres le céfotaxime, le latamoxef, la céftriaxone, la

céftazidime, le céfménoxime et le céftizoxime.

Quelques molécules proches des céphalosporines de 3°™ génération,
présentent des avantages particuliers relatifs a leurs propriétés antibactériennes ou

pharmacologiques : céfopérazone, céfatiam, céfotétan, cefsulodine, céfixime.

+ Les Céphalosporines de 4°™ génération

Noyau de base
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Figure 8 : Formule des céphalosporines de 4°™ génération.



Ce sont des 7-méthoxyimino céphalosporines zwittérioniques, caractérisées
par la présence d’un ammonium quaternaire en position Cs. Elles montrent peu
d’affinité pour les B-lactamases de classe | et pénetrent tres rapidement au travers

de la membrane extérieure des bacilles & Gram-négatif.

Elles comprennent au moins une demi-douzaine de produits incluant

cefpirome, céfépime, cefclidine, céfozoprane.

m Troisieme groupe

o Formule générale

R3

Figure 9 : Formule générale du 3°™ groupe.

Il correspond aux monobactams. Un produit est actuellement utilise,

I'azthréonam. Son spectre est limité aux bactéries a Gram négatif aérobies.

11.1.2 Mécanisme d’action des béta-lactamines [ 11]

Les béta-lactamines appartiennent au groupe des antibiotiques actifs sur la
paroi bacterienne. Toutes les béta-lactamines ont le méme mécanisme d’action :
elles bloquent la synthése du peptidoglycane ou mureine, constituant de la paroi
des bactéries a Gram négatif et a Gram positif en inhibant la transpeptidase qui

joue le role de régulateur dans la synthese de celle-ci.
L’action des béta-lactamines est liée a la structure de la paroi bactérienne.

En regle générale, la paroi des bactéries a Gram positif se laisse pénétrer sans
difficulté par les béta-lactamines, car le peptidoglycane ne s’oppose pas au passage

des molécules d’aussi petite taille.



Cette régle ne s’applique pas aux bactéries a Gram négatif a cause de la
structure particuliére de la paroi de ces bactéries qui ne laissent passer les béta-
lactamines qu’a travers les porines. Les porines sont des protéines
transmembranaires ayant la faculté de se regrouper pour des canaux, des pores
remplis d’eau, permettant ainsi la diffusion a travers la membrane de différents

solutés hydrophiles.

B-lactames: pénicillines

Mécanismes d’action

du peptidoglycane

La conformation de la pénicilline est
proche de celle de la D-alanyl-D-alanine

NAMA
L-Alanine o
D-Glutamate @ Glycine
L-Lysine ) 45

D-Alanine
D-Alanine D-Alanine
Les pénicillines inhibent @
une transpeptidation effectuée : :
en dehors de la membrane cellulaire ® o
entre le résidu terminal glycine du pont a
pentaglycine et le guatriéme résidu
du pentapeptide (Ala) avec libération NAMA= Acide N-acétylmuramique

d’une Ala .

Fiqure 10 : Mécanisme d’action des béta-lactamines [62]
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B-lactames : céphalosporines

Mécanismes d’action : identiques aux pénicillines

1) Inhibition de la transpeptidase === pbloque la synthese
du peptidoglycane

~
l D-Alanine

Figure 11 : Mécanisme d’action des Cephalosporines [62]
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1.2 LES MACROLIDES VRAIS
11.2.1 Définition [ 87]

Les macrolides vrais sont des molécules naturelles, lipophiles, hétérosidiques,
possédant un noyau lactonique central, oxygéné, composé de 12 — 16 chainons
avec peu ou pas de doubles liaisons et pas d’atomes d’azote endocyclique. Un ou
plusieurs sucres neutres ou aminés sont fixés sur le noyau lactonique, conférant a

ces molécules leur caractere basique.

Les macrolides vrais sont des bases faibles peu solubles dans 1’eau et solubles
dans la plupart des solvants organiques a 1’exception du chloroforme (CCl4) et des

alcanes. Ce sont des substances ameres.

Les sels sont hydrosolubles. Le seul dosage microbiologique retenu par la

pharmacopée francaise est la méthode par turbidimétrie ou diffusion.

11.2.2 Classification [87]

Les principaux macrolides naturels sont : 1’érythromycine, 1’oléandomycine,

la spiramycine et la josamycine.

11.2.2.1 Erythromycine

L’érythromycine, obtenue par extraction biologique des cultures de
Streptomyces erythreus, est en fait un mélange de plusieurs substances voisines
dont une, largement majoritaire A, constitue le produit le plus utilisé en

thérapeutique.

La formule chimique de I’érythromycine A comporte un cycle lactonique a 14
atomes appelé Erythronolide, un sucre, la cladinose et un sucre aminé, la

désoxamine.

Sur le plan pharmacologie, I’érythromycine présente une biodisponibilité tres
variable en raison de son instabilité en milieu acide, et ses taux sériques sont dés

lors peu prédictibles lorsqu’elle est administrée par voie orale. Par ailleurs, elle
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présente une demi-vie sérique courte rendant nécessaire des administrations
multiples si I’on veut maintenir le plus longtemps possible sa concentration sérique

au-dessus de la CMI du germe en cause.

CHs;

O)F---

OH

OH H .
6 P N(cHy
H3C . ~\CH3 1 5' CI—II?;
T~ D-désoxamine 6
H5C2 CH3 o OR2
" 2"
o 1 3"| CH,
Eryth lid © " A
rythronolide 5
CHg —OH

L- cladinose
Ri — = OH

R, ——— CHs,

Figure 12 : Formule chimique de I’érythromycine A
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11.2.2.2 Oléandomycine

L’oléandomycine est obtenue par fermentation de Streptomyces antibioticus
et purifiée par cristallisation du chlorhydrate. Sa formule chimique comporte un
cycle a 14 atomes lactoniques appelé oléandolide, un sucre, 1’oléandrose et un

sucre aminé, la désoxamine.

CHs
RO 1
N(CH
R iy
s ' OS\Z
"CHs, 1 R CH|3
T D-désoxamine 6

OCH,

Oléandolide O o "
\ -

CHa 6"

Oléandomycine : R = H L -oléandrose

Troléandomycine : R = CH3CO

Figure 13 : Formule chimique de ’oléandomycine

11-2-2-3 Spiramycine

La spiramycine est un meélange de trois substances héteérosidiques trés
voisines, les spiramycines | (63 %), Il (24 %) et 1l (13 %), extraites de
Streptomyces ambofaciens.

La spiramycine | est un macrolide a 16 eléments formant la génine, substituee
par trois sucres dont deux engagés dans un bioside. Les sucres fixés par le cycle

par des liaisons osidiques sont identifiés a :
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- un disaccharide constitué d’un aminosucre, la D-mycaminose et de la L-

mycarose, unies par une liaison 1-4 ;
- un second aminosucre, I’iIsomycarnine fixée en 10.

Les spiramycines Il et Il sont respectivement des esters acétiques et
propioniques de la spiramycine | en position 4. Le produit usuel est un mélange

dosé en Unités Internationales.

1 &2" OH3 3" CH3
4 \OCHs | 1 ﬁ/
.. D-mycaminase 0" ORs

"OR; CHs

L-mycarose

Figure 14 : Formules chimiques de la spiramycine et de la Josamycine

Spiramycine | Ri=H R>=(HsC), N Rs=H
Spiramycine Il R; = COCHjs R,=id. Rs=H
Spiramycine 11 R; =CO-CH;-CH; R;=H R;=H

Josamycine R; = CO-CH3C R2=H Rs;=(HsC),CH-CH,-COH
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11.2.2.4 Josamycine
La josamycine est produite par Streptomyces narbonensis var josamyceticus.

Sa structure est proche de celle de la spiramycine avec une génine a 16
atomes et un disaccharide a deux sucres ; mais elle ne comporte pas d’aminosucre

substitué en 10. Elle est basique.

11.2.3 Mécanisme d’action des Macrolides [6, 34, 50]

Les macrolides doivent leur activité antibiotique a leur liaison a la sous-unité
50S du ribosome bactérien et plus précisément au niveau du complexe 23S du
rRNA en etablissant des contacts limités mais précis entre une zone du domaine Il
[hairpin 35] et la boucle de la peptidyl-transferase dans le domaine V ; ces deux

régions formant une poche adaptée aux macrolides et a d’autres antibiotiques.

La liaison des macrolides a ce site entraine une inhibition de la synthese

protéique.

Ce mode d’action implique que les macrolides sont essentiellement

bactériostatiques, sauf a concentration tres élevée.

11-3 LES LINCOSAMIDES

11.3.1 Classification [87]

11.3.1.1 La Lincomycine

Elle est obtenue par fermentation de Streptomyces lincolnensis. Elle résulte de
I’acidification d’un amino-acide cyclique par un aminosucre soufré, la pyranose.
La présence au niveau du radical amino-acide d’une fonction amine tertiaire

confére a la molécule un caractére basique.

11.3.1.2 La Clindamycine

C’est un dérivé hémisynthétique chloré qui résulte de la chloration de
I’hydroxyle en position 7 de la lincomycine par le chlorure de thionyle ou le chlore

avec inversion de configuration du carbone porteur. Lincomycine et clindamycine
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ne contiennent pas de noyaux lactoniques comme les macrolides. Elles sont

basiques.

CHs
CH3 |
! HO—?TR

ﬂ \r—ﬁ—NH—£6
C3Hy 0

R=H 5 Lincomycine

R = Cl —— Clindamycine

Figure 15 : Formules chimiques de la Lincomycine et de la Clindamycine

11.3.2 Mécanisme d’action

Le mécanisme d’action des lincosamides, comme pour les macrolides,
implique des récepteurs ribosomaux de la fraction 50S avec inhibition de la phase

initiale de la synthése protéique.
Cette inhibition survient dans les premieres étapes par impossibilité de
fixation de I’amino-acyl-tRNA au site A et de formation de la liaison peptidigue.
1.4 STREPTOGRAMINES OU SYNERGISTINES [87]

11.4.1 Classification

Les streptogramines comprennent deux antibiotiques commercialisés :
- la pristinamycine extraite de Streptomyces pristinae spiralis ;

- la virginiamycine isolée a partir de Streptomyces virginiae.
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11.4.1.1 La Pristinamycine
La pristinamycine est un mélange de deux groupes de constituants :
- le constituant du groupe | (ou B) est un cyclopeptide amphoter ;

- le constituant du groupe Il (ou A) est un macrolide.

11.4.1.2 La Virginiamycine
La virginiamycine se compose de deux facteurs : le facteur | (ou S) est un

depsipeptide ; le facteur Il (ou M) est une lactose macrocyclique.

Tableau | : Constituants du groupe | dans la Structure
des Streptogramines

Groupe | R1 R2
Pristinamycine lIa CoHs N(CHs)
Pristinamycine Ig CoHs NH(CHa)
Pristinamycine Ic CH3 N(CHs)>
Virginiamycine S CoHs H

Tableau Il : Constituants du groupe Il dans la Structure
des Streptogramines

Groupe Il R2

Pristinamycine 114 = Virginiamycine M; Az

Pristinamycine llg = Virginiamycine M, Az saturée
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Les structures des constituants du groupe | sont apparentées de méme que

celles du groupe II.

Les streptogramines ne contiennent pas de sucre.

12

14 12 CH3

O
ﬁ/le I
O

HN 18

@7 Groupe |

Groupe |11

Figure 1 6 : Formules chimiques de la Pristinamycine
et de la Virginiamycine
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II.S DERIVES DE L’ERYTHROMYCINE A

11.5.1 Classification

11.5.1.1 Roxithromycine

La roxithromycine est un dérivé hémisynthétique de 1’érythromycine A
possédant 14 atomes de carbone. Elle est obtenue par blocage de la cétone en

position 10 de I’érythromycine A.

H3CO —(CHj),—O—CH,—

Figure 17 : Formule chimique de la Roxithromycine
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11.5.1.2 Clarithromycine

La clarithromycine est un dérivé hémisynthétique de 1’érythromycine A a 14
atomes de carbone comme la roxithromycine. Elle est obtenue en bloquant le point

d’ancrage en position 7 par un méthyl.

e OH N(CHs)
o>/

A\ OCH3

CHsj

Figure 18 : Formule chimique de la Clarithromycine

11.5.2 Mécanisme d’action des dérivés de I’érythromycine A

Le mécanisme d’action est le méme que celui des macrolides vrais.
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11.6 LES AZALIDES : L’AZITHROMYCINE

11.6.1 Définition et structure

L’azithromycine est un antibiotique de la classe des Azalides (famille des

macrolides).

C’est un méthyl-aza-11-désoxo-10-homoérythromycine A avec un azote
inclus dans le macrocycle qui est agrandi a I’endroit du carbonyle. C’est une
molécule & 15 atomes de carbone obtenue par une transposition de BECKMAN
de I’oxime de I’érythromycine A a I’aide du chlorure de tosyle, avec formation
d’un iminoéther, suivie d’une hydrogénation et d’une méthylation de 1’azote du

cycle.

HsC»

CHs

Figure 19 : Formule chimique de I’Azithromycine
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11.6.2 Meécanisme d’action

Dérivée structurellement de 1’érythromycine, I’azithromycine présente un
mécanisme d’action similaire. Elle exerce une action antibactérienne par inhibition

de la synthése des protéines microbiennes.

11.7 LES KETOLIDES

11.7.1 Définition et Structure

Quinupristine — Dalfopristine est un nouvel antibiotique de la famille des

Macrolides, groupe des Sreptogramines, sous-groupe des Kétolides..

Comme son nom I’indique, elle est constituée d’un mélange de deux

molécules, dérivés hémisynthétiques de la Pristinamycine solubles dans I’cau.

La Quinupristine (RP 57669), qui est une streptogramine du groupe B (1)

représente 30% du melange : c’est la quinuclidinylthiométhyl pristinamycine IA.

La Dalfopristine (RP 54476) est une streptogramine du groupe A (Il) et
représente 70% du mélange ; c’est la diéthyl amino éthyl-sulphonyl pristinamycine
IHA.

N S
N
|
N
O=N |
e
N H Oo// '\|' S
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0 o \H/ o
e
o N H
X
OH
N S
|
=

Figure 20 : Quinupristine (RP 57669)
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o
Figure 21 : Dalfopristine (RP 54476)

11.7.2 Mécanisme d’action

SYNERCID possede une action en deux temps. La Dalfopristine,
streptogramine A se fixe d’abord sur la sous-unité 50S du ribosome. La fixation de
la Quinuprisine, streptogramine B verrouille ensuite celle de la Dalfopristine d’ou

une inhibition irréversible de la synthése protéique et une bactéricidie.
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Streptogramines (quinupristine/dalfopristine)

Mécanisme d’action:

% ®

Changement d conbarmatien ke fu petidicut
ribaarse - Facilive Baatina de 55 Feptidss |
ircemphes |
inhibition précce de Inkabition tandive de

I'élongation peplidique |'#angation peptidique

Figure 22 : Mécanisme d’action des streptogramines [62]
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m La Télithromycine

Son mécanisme d’action s’apparente a celui des macrolides bien que des
difféerences au niveau moléculaire puissent exister : la Télithromycine agit par
blocage de la traduction de I’ARN au niveau de la fraction ribosomale 23S et
certaines données indiquent également qu’elle est capable de bloquer la formation

de la sous-unité 30S.

<«——— Méthoxy-

CHg .CHy
..... ) N(CHs),
CH, OH
O CHj
o/ N o
<— Fonction cetone en Cy3

Figure 23 : Structure de la Télithromycine
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111 - RESISTANCE BACTERIENNE [20, 51]

L’utilisation croissante des antibiotiques a fortement contribué a la sélection

de bactéries résistantes aux antibiotiques.
1.1 DEFINITION
La résistance bactérienne aux antibiotiques a deux définitions :

- une souche est dite « resistante » lorsque la concentration d’antibiotique
qu’elle est capable de supporter est notamment plus élevée que la concentration

atteignable in vivo ;

- une souche est dite « résistante» lorsqu’elle supporte une concentration
d’antibiotique notamment plus ¢élevée que celle qui inhibe le développement de la
majorité des autres souches de la méme espece (rapport technique n° 210 de

I’organisation mondiale de la santé 1961).[51]

111.2 LES DIFFERENTS TYPES DE RESISTANCE [20]

D’une maniére générale, la résistance des bactéries aux antibiotiques est de
déterminisme génétique. Elle est soit naturelle, soit acquise. Elle peut aussi étre

clinique.

111.2.1 La résistance naturelle

La résistance naturelle d’une espece ou d’un genre est :

- Une caractéristique propre, concernant I’ensemble des souches de 1’espece

ou du genre ;

- Portée par un chromosome donc toujours transmissible a la descendance :

transmission verticale ;

- Un caractére permettant de définir le phénotype sauvage ou sensible de
I’espece ;

- Une aide a I’identification d’une espece.
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111.2.2 La résistance acquise

La résistance acquise, pour sa part :

- ne concerne qu’une proportion plus ou moins importante, variable dans le

temps, de souches d’une espece ;

- résulte d’une modification génétique par mutation ou par acquisition de
plasmides ou transposons, (résistance extra chromosomique) transmissible

horizontalement, parfois entre especes différentes ;
- definit des phénotypes «résistants».

Les résistances croisées s’expriment au sein d’une méme classe

d’antibiotiques et sont dues au méme mécanisme de résistance.

111.2.3 La résistance clinigue

Elle se traduit par 1’échec thérapeutique. Plusieurs facteurs entrent en cause

dans ce type de résistance :
- des facteurs environnementaux (cations, protéines inhibitrices etc.)
- la pharmacocinétique
- le choix judicieux de I’antibiotique

- les mécanismes développés par les bactéries.

111.3 SUPPORT GENETIQUE [65]

Au plan génétique, la résistance acquise peut survenir par mutation
ponctuelle, par remaniement du génome ou par acquisition de matériel génétique

etranger.

Il existe deux supports essentiels.
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111.3.1 Résistance chromosomique

m Résistance chromosomique par mutation

Il peut s’agir d’une mutation ponctuelle dans un géne de résistance entrainant
par exemple une hypersécrétion d’enzymes inactivant les antibiotiques ou dans un

gene de structure qui modifie le spectre d’une enzyme.
Une mutation se caractérise par :
- la rarete,
- la spontaneité,
- la discontinuité,
- la spécificité et I’indépendance,

- la stabilité

m Résistance chromosomique par remaniement

Il peut s’agir d’un remaniement du génome. A titre d’exemple, il peut s’agir
de I’insertion de séquences apportant un promoteur permettant d’exprimer des
genes silencieux ou alors de I’acquisition de fragments de chromosomes étrangers

par transformation.

111.3.2 Résistance extra chromosomigque

L’information génétique est portée par des plasmides transférables a d’autres
bactéries par conjugaison, par traduction ou par transformation [65].

L’ensemble de ces genes peuvent Etre sur des fragments d’ADN appelés

transposons qui peuvent s’intégrer soit dans des plasmides, soit dans le

chromosome en allant de 1’un a ’autre.
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I11.4 PHENOTYPE DE RESISTANCE

C’est un groupe, un ensemble d’ATB permettant au mieux, avec le plus de
précision possible de préjuger des mécanismes de résistance dont dispose une
bactérie donnée et notamment mais pas exclusivement de son équipement

enzymatique [70].

Au sein de chague espece, on distingue le phénotype sauvage ou sensible,
déterminé par les mécanismes naturels de résistance, et les phénotypes résistants
déterminés par des mécanismes acquis de résistance [54].

111.5 LES MECANISMES DE RESISTANCE
Trois mécanismes permettent d’expliquer la résistance aux antibiotiques :
o Modification de la cible des antibiotiques ; il peut s’agir :
- de la substitution de la cible au profit d’une autre cible
- de la diminution de I’affinité de la cible pour ’antibiotique
o synthese d’enzymes inactivant les antibiotiques;

o diminution de la quantité d’antibiotique a I’intérieur de la bactérie. Elle

peut étre due a :

- une diminution de la perméabilité bactérienne vis a vis de
I’antibiotique ;
- un efflux actif de I’antibiotique de l’intérieur vers 1’extérieur de la

bactérie.

Plusieurs de ces mécanismes peuvent coexister chez une méme bactérie et
agir «en synergie», conférant une résistance plus élevée non seulement aux
antibiotiques d’une méme famille, mais également a des antibiotiques de familles

difféerentes, surtout en cas de modification de la permeabilité.
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111.5.1 La résistance de Streptococcus pneumoniae

Jusque dans les années 1970, les pneumocoques étaient sensibles a la
pénicilline G qui représentait, avec les amino-pénicillines, le traitement de choix
des pneumopathies. Mais des phénomeénes de résistance acquise vis-a-vis de

nombreux antibiotiques ne cessent d’émerger.

111.5.1.1 Résistance aux béta-lactamines

La premiére description de pneumocoque a sensibilité diminuée a la
Penicilline G a été faite par HANSMAN en 1967 a Sydney en Australie [47]. En
1977, des souches possédant un haut niveau de résistance a la Pénicilline G et des

souches multirésistantes sont décrites en Afrique du Sud [23].

La résistance aux Céphalosporines de troisieme genération est beaucoup plus

récente [16].

Depuis, cette résistance est signalée dans de nombreux pays avec une

fréguence croissante.

Ces résistances, d’origine chromosomique, ne sont pas dues a une production
de béta-lactamases ; elles résultent de modifications dans les protéines cibles de la

bactérie : les protéines liant la Penicilline (PLP).

Le pneumocoque possede six PLP dont cinqg de haut poids moléculaire
(PLP1a, PLP1b, PLP2x, PLP2a, PLP2Db) et une de bas poids moléculaire (PLP3).
Chaque béta-lactamine semble agir par 1’intermédiaire de plusieurs PLP

préferentielles, qui sont différentes selon les molécules.

La résistance de bas niveau a la Pénicilline semble étre due a la diminution de
I’affinité de la PLP2x et 2b. Le haut niveau de résistance requiert une diminution
de I’affinité de PLP supplémentaires : les PLP2b, 1la et 2x. La résistance aux
Céphalosporines de troisieme génération est liée a des modifications de deux PLP :
les PLP2x et 1a [71].
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L’¢tude des mécanismes de résistance a mis en évidence [’existence
d’échanges génomiques entre les pneumocoques, mais aussi entre les
pneumocoques et certaines especes de streptocoques commensales du nasopharynx
fréquemment exposées aux antibiotiques, auxquels pourraient s’ajouter des
mutations ponctuelles, ce qui souligne le réle des antibiotiques dans 1’émergence

de ces résistances [94].

La résistance a la Pénicilline est surtout observée dans les sérogroupes 23, 6,
19, 9 et le sérotype 14 [69].

111.5.1.2 Résistance aux MLSg
Elle est apparue en 1967 et ne cesse de croitre dans de nombreux pays.
Deux principaux mécanismes sont a la base de cette résistance :

- une modification de la cible (sous-unité 50S du ribosome) par une
méthylase ribosomale codée par le gene ermB. Ce gene est associé a la résistance
de haut niveau aux Macrolides — Lincosamides - Streptogramines B. Les germes
résistants par ce géne expriment le phénotype MLSg constitutif (cMLSg) ou
inductible (iMLSg) ;

- un efflux actif de 1’antibiotique vers I’extérieur de la bactérie, lié au gene
mefA. Ce géne est responsable de la résistance de bas niveau aux macrolides et
détermine le phénotype M. Les bactéries résistantes par ce géne sont sensibles a la

clindamycine et aux streptogramines B.
D’autres mécanismes ont €té récemment décrits. 11 s’agit :
- d’un mécanisme de résistance codé par le géne ermA (ermTR) ;

- d’altérations des protéines ribosomales L4 et 122, et de mutations de

I’ARN ribosomal 23S.
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Figure 24 : Structure du domaine II et V de la sous unité 23S de I’ARNr
de E. coli [61]

111.5.1.3 Résistance aux Kétolides

Les kétolides sont considérées comme une alternative face aux pneumocoques
multirésistants. En effet, la littérature est unanime sur ’excellente activité des
kétolides sur les pneumocoques sensibles et résistants a la Pénicilline et aux

macrolides, indépendamment des mécanismes de résistance [18, 73, 97].

Cependant, on observe in vitro apres une exposition répétée du germe a
I’antibiotique, le développement d’une résistance a la télithromycine [31]. Le
mécanisme évoqué est une modification de la cible, notamment une diméthylation
de I'ARNTr par le géne ermE [63].
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111.5.2 La résistance chez Haemophilus influenzae [26]

L’espéce Haemophilus influenzae est naturellement résistante aux

lincosamides et peu sensible a I’action des macrolides et de la pénicilline G.

111.5.2.1 Résistance aux béta-lactamines [30]

Les béta-lactamines représentaient, jusque dans les années 1970, la
thérapeutique de référence. Mais de plus en plus, on note la production par ’espéce

de béta-lactamases.

@ Ainsi le germe est résistant a I’ampicilline, par production d’une enzyme

de type TEM1 plasmidique.

o La résistance a I’amoxicilline peut €tre observée chez les souches non
productrices de béta-lactamases. Cette resistance peut étre due a une altération
d’origine chromosomique des protéines de liaison aux penicillines ou a une

diminution de la perméabilité de la membrane externe aux antibiotiques.

111.5.3 La résistance chez Moraxella cartarrhalis

Elle est en général sensible aux antibiotiques (macrolides et apparentés...).

111.5.3.1. Résistance aux béta-lactamines [15]

La résistance est due a la sécrétion de béta-lactamases hydrolysant le cycle

béta-lactame.

Les souches de Moraxella catarrhalis, productrices de béta-lactamases, sont

résistantes a I’ampicilline et aux céphalosporines de 1°® génération.

Toutefois, la ticarcilline, les ureido-pénicillines, la céfoxitine, les
céphalosporines de 3°™ génération sont actifs et sont insensibles aux pénicillinases

de Moraxella catarrhalis.
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Tableau 111 : Genes impliqués dans la résistance aux macrolides, lincosamides, streptogramins et kétolides

due par méthylation ribosomale

Phénotypes de Nom des Génes impliqué Profil de résistance
résistance genes enes IMPHGUes M14-15 | M16 | L | Ss | Sa | Sas
MLSg(i) erm (B) | erm(AM) R R rouR| rouR | S S
erm(B)
erm(BC)
erm(P), erm(PB)?
MLSs (c) erm (B) |ermiP R R R R S S
erm(Z), erm(BZI), erm(BZ2)?
erm
erm(2)
erm(A)
MLSC erm(A) erm(TR) R R R R S S
I = inductible c= constitutive

a) Quand deux ou trois genes sont classes sous le terme de géne inclus cela veut dire que le méme gene a été désigné par

deux ou trois noms différents dans la littérature ;
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Tableau IV : Génes impliqués dans la résistance aux macrolides, lincosamides, streptogramins et kétolides

due par phénomene d’efflux

Phénotypes de Nom des Geénes
résistance génes impliques M14-15 M16 L Se Sa | Sae | K
My, mef(A) mef(A) R S S S S S S
L® cli mef(E) S S R S S S S
M6 srm(B) srm(B) S R S S S S S
M@ et MS® Acr AB Acr AB R R S S S |SouR | S

M14-15 = Macrolides a 14 et 15 atomes

L = Lincosamides

Sa+g = streptogramine A + streptogramine B

(1) Streptococcus pneumoniae

Sg = streptogramine B
K = kétolides

(2) Haemophilus influenzae

M16 = Macrolides a 16 atomes

Sa = streptogramine A




Tableau V : Genes produits dans la résistance aux M.L.S.K

Phénotypes de Profil de résistance

résistance Genes produits M14-15 | M16 | L Se | Sa | Sawe

rrl (domaine V de la sous unité 23S de
MLSg® I’ ARNr) R R rouR| rouR | S S

rrl (domaine V de la sous unité 23S de
ML® I’ ARNY) R R R S S | s

. rrl (domaine V de la sous unité 23S de
ML® (bas niveau) |- ARNT) R S R S S S

rrl (domaine V de la sous unité 23S de

MSg® I”’ARNr) R S S R S S
rpID (protéine L4)

rrl (domaine V de la sous unité 23S de

MLSgK @ I’ARNY) R R R R S S
MS® rplV(protéine L22) R R S S S R
M et MS® Fts | R SouR | S S S R
(1) Streptococcus pneumoniae (2) Haemophilus influenzae
M14-15 = Macrolides a 14 et 15 atomes Sg = streptogramine B
M16 = Macrolides a 16 atomes Sa = streptogramine A
L = Lincosamides Sa+s = streptogramine A + streptogramine B

K = kétolides
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: Principaux mécanismes de resistance aux béta-lactamines

Phénotype de
résistance

Mécanisme de
résistance

Geénes produits

B-lactamines

Pénicilline ClIIG

Péni G @

Diminution de
I’affinité de la
PLP 2x et 2b

Mutation

Péni G @

Diminution de
I’affinité de la
PLP 2x, 2b, 1a

mutation

CIIIR

Diminution de
I’affinité de la
PLP 1a et 2x

mutation

Ampi R/BL-®?

Diminution de

I’affinité de la

PLP 3A et/ou
3B

Fts |

Ampi R/BL+?

Excretion 3

lactamases

TEM;

plasmidique

(1) Streptococcus pneumoniae

(2) Haemophilus influenzae
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IV - EPIDEMIOLOGIE [91]

Les infections respiratoires aigués sont responsables de ¥4 des consultations
de médecine et de 1/3 des journées de travail perdues. Elles représentent % des
problemes de pathologies infectieuses des généralistes. La majorité des infections

respiratoires aigués sont communautaires.

L’étiologie des pneumonies communautaires est multiple. Il peut s’agir des
bactéries dans (70 — 80%) des cas majoritairement Streptococcus pneumoniae
occasionnellement Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus, bacilles

Gram (-), Moraxella catarrhalis.

Les bactéries atypiques sont rencontrées dans (10 — 20%) des cas. Il s’agit de

Mycoplasma pneumoniae, Chlamydiae pneumoniae, Legionella pneumophila.

Les virus sont impliqués dans (5 — 10%) des cas; il s’agit du virus
respiratoire syncytial, du parainfluenzae, influenzae @ A et B et ceci

essentiellement chez les enfants.

Les bactéries atypiques et les virus sont communément regroupés sous le

nom «d’atypiques».

IV.1 DONNEES EPIDEMIOLOGIQUES

1VV.1.1 Morbidité et mortalité dues aux infections respiratoires aiqueés

Le nombre de déces di aux infections respiratoires aigués chez les enfants de
moins de 5 ans dans le monde est estimé actuellement a 1.900.000/an. Les
infections respiratoires aigués sont les infections les plus fréquentes de 1’enfant.

Elles sont la cause de 30 a 40% des hospitalisations d’enfants.

Les pneumonies et broncho-pneumonies représentent 70 — 80% des

admissions pour infections respiratoires aigués.
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1IV.1.2 Transmission

Les infections respiratoires aigués sont transmises par contact direct avec les

sécrétions respiratoires (malades, porteurs sains...).

IV.2 LES INFECTIONS RESPIRATOIRES BACTERIENNES

1VV.2.1 Les principales bactéries des infections aigués des voies
respiratoires

Deux pathogenes sont majeurs :
- Streptococcus pneumoniae (pneumocoques);
- Haemophilus influenzae (haemophilus).

Ce sont des commensaux habituels du rhinopharynx responsables
d’infections respiratoires aigu€s de bactériémies avec localisation préferentielle
aux séreuses (meningites).

Ce sont des bacteéries extracellulaires et résistantes a la phagocytose du fait

de la présence d’une capsule qui joue un role déterminant dans la bactériémie.

Ils colonisent le tractus respiratoire, y adhérent, se multiplient et favorisent la

dissémination.

Les autres pathogeénes étant : Moraxella catarrhalis qui vient en troisieme
position, Chlamydia psittaci, Mycoplasma pneumoniae, Legionella pneumophila,

Bordetella pertusis.
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IV.2.1.1 Streptococcus pneumoniae

m Caracteres bactériologigues

A l'examen microscopique, le pneumocoque présente un aspect de
diplocoque en flamme de bougie, en "8" ou en courtes chainettes, Gram positif.

Les formes virulentes sont capsulées.

Cependant, l'aspect n'est pas toujours évocateur. Par exemple, si
I'environnement est carencé en magnesium ou en présence d'anticorps dirigés
contre le serotype capsulaire, on peut observer des chainettes relativement
longues. Dans certains cas, si le malade est sous traitement, les pneumocoques

peuvent prendre un aspect pseudo-bacillaire.

Dans certains produits pathologiques fibrineux et dans les cultures

anciennes, le pneumocoque prend mal le Gram et peut apparaitre Gram négatif.

La capsule est géneralement visible dans les produits pathologiques, mais
elle est parfois plus discréte, et particulierement belle aprés inoculation a I'animal

sensible (souris).

a Caracteres culturaux

e Milieux de culture

On utilise des milieux nutritifs riches comme par exemple la gélose au sang

de mouton ou de cheval a 5%.

Ce milieu est rendu sélectif au pneumocoque par addition de gentamicine a

la concentration de 6ug /ml [1].

Mais il a ¢ét¢ démontré que le meilleur milieu pour I’isolement de
Streptococcus pneumoniae est la gélose Wilkins chalgren au sang de cheval cuit

+polyvitex car pouvant limiter les phénomenes d’auto stérilisation des cultures
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grace a la présence du pyruvate de sodium. Il permet d’obtenir également des

colonies alpha-viridans spécifiques a I’espece.
e Conditions de culture

La culture du pneumocoque peut étre réalisée a une température comprise
entre 25 et 42°C et a des pH situés entre 6,5 et 8,3. En routine, on cultive le germe
en 24 a 48 heures, entre 35 et 37°C. Le pH optimal est de 7,8.

Ce germe nécessite des conditions d'anaérobiose ou tout au moins une

atmosphere enrichie en CO, a 5%.

e Aspect macroscopigue des colonies

Les pneumocoques se présentent sous forme de petites colonies
transparentes, rondes, de 0,5 a 1,5mm de diametre. Ils développent une hémolyse

de type alpha avec un verdissement du milieu, comme les streptocoques viridans.

Les pneumocoques en culture sont sujets a une autolyse spontanée ; une

ombilication au centre de la colonie correspond a un debut d'autolyse.

Les colonies ont un aspect muqueux lorsque la capsule est de grande taille.
Des colonies rugueuses, d'aspect ridé, sont rarement observées ; elles sont

formeées par des souches non capsulées.

Le pneumocoque ne posséde ni catalase, ni peroxydase, ce qui induit

I'accumulation de I'eau oxygénée responsable en partie de son autolyse.

La mise en évidence d'activités enzymatiques, de la fermentation de sucres et
de la croissance en milieu hostile, a l'aide de microméthodes, permet
I'identification de Streptococcus pneumoniae et le diagnostic différentiel avec

d'autres especes de streptocoques.

Les caracteres biochimiques de Streptococcus pneumoniae sont présentés

dans le tableau I.



Tableau VII : Caracteres biochimiques de Streptococcus pneumoniae

Test VP|ESC|ADH |BHS|ARA|MAN |SOR|TRE|RAF|SOS|INU LAC RIB|AMI|GLY

Résultat| - | - d - - - - + + d | d + - - d
VP : réaction de VVoges-Prokaler RAF : Raffinose
ADH : Arginine dihydrolase  SOS : Sorbose
ESC : esculine INU : Inuline
ARA : L-Arabinose LAC : Lactose
BHS : bouillon hypersalé RIB : Ribose

MAN : Mannitol AMI : Amidon
SOR : Sorbitol GLY : Glycérol
TRE : Trehalose
(-) = Caractere negatif (0 — 25 % des souches)
(+) = Caractere positif (71 — 90 % des souches)
(d) = Caractere variable (26 — 70 % des souches).




43

a ldentification formelle

L'identification formelle des pneumocoques repose sur trois criteres :
- la sensibilité a I'optochine ;
- la lyse par la bile ;
- la mise en évidence d'une capsule.

L'inoculation a I'animal sensible permet également de mettre en évidence

avec certitude Streptococcus pneumoniae.

e Sensibilite a I'optochine (éthylhydrocupreine)
L'optochine est un dérivé proche de la quinine.

Des disques de 6 mm de diameétre sont chargés de 5ug d'optochine, dose
calculée pour provoquer sur une culture de pneumocoque sur gélose au sang, une

zone d'inhibition dont le diametre est compris entre 12 et 35 mm.

Les autres streptocoques sont résistants a l'optochine et se multiplient

jusqu'au contact du disque.

Cependant, 0,5 a 5% des pneumocoques sont résistants a l'optochine et

quelques streptocoques viridans sont sensibles a I'optochine [51].

Il convient donc d'étre nuancé et de tenir compte du diametre de la zone
d'inhibition : la plupart des pneumocoques en phase S (smooth) ou R (rough) ont
un diametre d'inhibition supérieur a 15-20mm. Pour un diametre inférieur a

15 mm, il est nécessaire de pratiquer des tests complémentaires.

e L a lyse par la bile ou phénoméne de NEUFELD

A pH neutre, les pneumocoques provenant d'une culture en bouillon et mis
en suspension dans de I'eau stérile, sont lysés par une solution de désoxycholate

de sodium de 2 a 10%. La lyse se traduit par un éclaircissement du milieu en
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quelques minutes. Selon les auteurs, 86 a 100% des pneumocoques sont lysés par

la bile.

La sensibilité a I'optochine et la lyse par les sels biliaires sont spécifiques des
pneumocoques et peuvent étre utilisées pour les colonies en forme lisse. Pour les
souches rugueuses (dépourvues de capsule), le seul test utilisable est la sensibilité

a l'optochine.

e Mise en évidence de ’antigeéne capsulaire

Elle s'effectue a l'aide d'un sérum antipneumococcique polyvalent, dirige
contre tous les types capsulaires. La réaction peut s'effectuer, soit a partir de

cultures, soit a partir de produits pathologiques.
Il existe plusieurs methodes :

- réaction du "gonflement capsulaire” ou réaction de NEUFELD. Cette
technique est aussi la méthode de choix utilisée pour le sérotypage des

pneumocoques.

- réactions d'agglutination :
* agglutination de particules de latex sensibilisés ;
* coagglutination (COA) avec des staphylocoques tués [13] ;

* contre-immuno-électrophorése (CIE) [21].

e Inoculation a I’animal sensible

Les souris et les lapins sont hautement sensibles a l'infection par les
pneumocoques. La méthode de choix utilise I'inoculation intrapéritonéale a une
souris jeune (12 a 14g). Celle-ci meurt en 24-48 heures a la suite d'une péritonite

aigué et bactériemie.

Cependant, 5% des souris inoculées survivent pendant une période plus

longue, et dans ce cas, il faut les sacrifier au plus tard 96 heures apres I'infection.

Les pneumocoques sont ainsi isolés en culture pure dans I'némoculture.
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e L e portage asymptomatique

Les pneumocoques sont des commensaux des voies respiratoires supérieures

(nasopharynx) de I'homme et des animaux.

Le portage est inversement proportionnel a I'age et au titre des anticorps
anticapsulaires de I'hGte. Le statut immunitaire de I'ndte est aussi un facteur

important dans la prévalence et la durée du portage [51].

e Facteurs de virulence

+ La capsule

La plupart des souches de Streptococcus pneumoniae possedent des capsules
recouvrant la paroi cellulaire et constituées de polyosides spécifiques de type.

Ainsi, 84 sérotypes de pneumocoques ont pu étre identifiés.

La capsule a été reconnue depuis longtemps comme le facteur de virulence
des pneumocoques. En effet, elle agit par diminution de I'opsonisation et de
I'ingestion des pneumocoques par les cellules phagocytaires : en recouvrant les
structures pariétales capables de fixer les fragments C3b du complément, elle
empéche ces derniers de se fixer sur les récepteurs (CR1 et CR3) des cellules

phagocytaires.

Les formes rugueuses ne possédent pas de capsule ; elles ne sont pas

virulentes.

+ La pneumolysine

Hémolysine intracellulaire libérée par autolyse, la pneumolysine est
responsable de I'hnémolyse alpha observée sur gélose au sang. Elle est élaborée par
toutes les souches isolées de pneumocoques [14]. C'est une toxine thiol-activable,

produite au cours des infections pneumococciques in vivo.

Sa pathogénicité et sa virulence ont été demontrées [9, 37].
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Elle agit par deux modes d'action :

- par une activité toxique cellulaire liée a I'activation du complément [2].
Cette activation pourrait étre associée a la libération de fragments
anaphylactogénes (C3a et Cba) conduisant a l'influx, et a Il'activation de

polynucléaires sans capacité d'ingestion des pneumocoques ;

- par une modification de la fonction de certaines cellules du systeme

immunitaire : phagocytes, lymphocytes T et B [51].

La pneumolysine provoque egalement une diminution des battements

ciliaires des cellules épithéliales.

+ La protéine A de surface

Elle est présente sur la majorité des souches de Streptococcus pneumoniae.

Le géne de cette protéine a été cloné, et I'injection des mutants entraine une

mortalité trés retardée par rapport a celle des souches isogéniques sauvages.

La protéine A de surface lie le facteur H du systeme complémentaire, qui est

une protéase active sur le composé Cs du complément.

e Pouvoir pathogéene naturel

Les pneumocogues sont responsables d'infections trés severes a tous les ages,
avec une incidence élevée chez les enfants de moins de deux ans et les sujets de

plus de soixante ans.

+ Les pneumonies

Elles surviennent dans la grande majorité des cas aprées inhalation des
bactéries. Elles s'accompagnent de lésions tissulaires tres importantes liées a la

réponse inflammatoire dépendante des polynucléaires.
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+ Les bactériémies et septicémies

Elles sont souvent associées a des lésions tissulaires, en particulier
pulmonaires. Cependant, elles peuvent exister en I'absence d'un foyer

cliniquement patent. Elles sont toujours d'un mauvais facteur pronostic.

+ Les bronchites suppurées

+ Les méningites

Elles sont mortelles dans 10 a 30% des cas.

+ Les infections ORL

Ce sont les otites et sinusites de gravité et d'évolution diverses en fonction de

I'age et du terrain.

+ Les autres localisations

- Péritonites primitives ou favorisées par le port d'un dispositif intra-utérin ;
- Endocardites et péricardites ;

- Arthrites.
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1V.2.1.2 Haemophilus influenzae

m Caracteres bactériologigues

Haemophilus influenzae est un bacille a Gram négatif, polymorphe, pouvant
se présenter sous forme de coccobacilles. C’est une bactérie aéro-anaerobie

facultative.

o Caracteres culturaux

Haemophilus influenzae aimant le sang, elle ne pousse que sur gélose au
sang. L’espéce Haemophilus influenzae présente des exigences en facteurs X et V
qui sont tous les deux apportés par le sang cuit (15 minutes a 75 - 80°C). Le

germe pousse donc sur gelose au sang cuit a la temperature de 35 a 37°C.

Le meilleur milieu retenu a été celui de Wilkins chalgren au sang de cheval

cuit +1% de polyvitex.

Haemophilus influenzae posséde une oxydase, une nitrate réductase, une

uréase et produit de I’indole.

En effet, huit biotypes ont ét¢ définis pour 1’espece, a partir des caractéres
métaboliques suivants : production d’indole, activités enzymatiques (uréase et

ornithine décarboxylase).

Le biotypage se fait a 1’aide de milieux usuels supplémentés ou de

microméthode (API — NH) avec un inoculum lourd.
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Tableau VII1 : Caractéres biochimiques d’Haemophilus influenzae [29]

Test

Résultats

Syntheéses porphyrines
Exigences en facteur V
Hémolyse

D-glucose

D-fructose

d-xylose

d-ribose

d-mannose
d-galactose

Maltose

Mélibiose

Tréhalose

Raffinose

SH,

Hémagglutination
Besoin CO,
Phosphatose alcaline
Saccharose

Lactose

(-) = caractére negatif des souches

(+) = caractére positif des souches
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e Facteurs de virulence [75, 92]

Plusieurs facteurs font que Haemophilus influenzae accuse des infections

séveres décrites a tous les dges (pneumonies, otites, sinusites, méningites ...).

+ La capsule
Elle est présente chez certaines souches encapsulées. La grande majorité des
pathologies invasives chez I’enfant (méningite, épiglottite, arthrite, septicémie)
est due aux souches encapsulées de type B, résistantes a la phagocytose et a

I’action lytique du complément.

Les infections de la sphére ORL, par contre, sont dues aux souches non

capsulées appartenant aux autres sérotypes (a, c, d, €, f).

+ Pili ou fimbriae

Ils participent a I’adhésion de la bactérie a la muqueuse nasopharyngee. Leur

r6le apparait surtout dans la phase initiale de la colonisation.

+ Les protéines membranaires

Les protéines HMW1 et HMW2 sont identifiées comme des facteurs

d’adhésion.

Les protéines de membrane externe (PEM) représentent des facteurs de
virulence, surtout chez les souches non capsulées d’Haemophilus influenzae ;
elles sont tres immunogenes. Elles sont hétérogenes et leurs sérotypes sont utiles

en epidémiologie.

+ Les lipoligosaccharides

Leur lyse entraine la libération de lipide A, qui possede une activité

endotoxinique.
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o Immunoglobine A protéase

C’est une enzyme sécrétée par la bactérie. Elle empéche la production
d’Immunoglobuline A  sécrétoire, entralnant ainsi la propagation de

I’inflammation.

1V.2.1.3 Moraxella catarrhalis

m Caracteres bactériologigues

Moraxella se présente sous forme de diplocoques a Gram negatif. Elle est

aerobie stricte.

o Caracteres culturaux

Moraxella catarrhalis pousse sur gélose au sang cuit supplémentee

(polyvitex®, Isovilatex®) a la température de 35 a 37°C, pendant 18 a 24 heures.

Néanmoins il a été démontré que le Wilkins chalgren au sang de cheval cuit

donnait de meilleurs résultats.

Toutefois, les souches de Moraxella catarrhalis peuvent tolérer des

températures plus basses : elles poussent bien a 28°C.

Les colonies de Moraxella catarrhalis apparaissent rosatres a marron,

opaques, de consistance friable, avec une surface rugueuse.

Moraxella catarrhalis respire les nitrates en anaérobiose. Il posséde un

cytochrome oxydase et une catalase.

Moraxella catarrhalis n’acidifie pas les sucres ; ceci est un critére essentiel

pour le diagnostic différentiel avec Neisseria meningitidis et Neisseria gonorrhae.
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Tableau IX : Caractéres biochimiques de Moraxella catarrhalis [85]

Hydrolyse Synthese Réduc- Hydro- | .
Oxydase | Catalase G- de poly- ONPG tion de ADN lyse pigment
saccharides
Glu | Mal | Fru | Sac NO3 | NO;
+ + - | - - | - - - + | + + + -
(-) . réaction négative (+)  : réaction positive

Glu : glucose

Mal
Fru
Sac
ONPG :
NO;
NO,
ADN

. maltose
. fructose

. saccharose

O-nitrophényl-béta-D galactopyranoside

: nitrite

. nitrate

. acide désoxyribonucléique
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e Facteurs de virulence

Les mecanismes par lesquels Moraxella catarrhalis entraine des infections
restent inconnus. Pour le moment, il n’a pas ét¢ mis en évidence de facteurs de

virulence.
Mais la survenue d’infections nécessite plusieurs étapes :
- ’adhésion bactérienne grace a la présence de Pili ;
- la colonisation et I’invasion de la muqueuse ;

- D’apparition de manifestations cliniques signant une multiplication

importante des bactéries au niveau du site infectieux.

De plus, producteur de béta-lactamases, Moraxella catarrhalis protégerait
d’autres pathogénes de I’action des antibiotiques (béta-lactamines), entrainant la
prolongation de D’infection et la sélection de souches résistantes, malgré un

traitement a priori suffisant.

1V.2.2 Les autres bactéries responsables d’infections respiratoires

m Mycoplasma et Chlamydia

Ce sont deux genres différents qui méritent d’€tre ¢tudiés ensemble car leur

pouvoir pathogéne est similaire et ils requiérent le méme type d’antibiothérapie.
L’inefficacité des béta-lactamines qui sont les antibiotiques de référence
pour les autres pathogenes respiratoires nécessite 1’utilisation des cyclines ou des
macrolides.
IV.2.2.1 Chlamydia psitacci
Ce sont des bactéries intracellulaires strictes.
Il existe deux especes a tropisme respiratoire :

- Chlamydia pneumoniae qui est strictement humain;

- Chlamydia psittaci
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1V.2.2.2 Mycoplasma pneumoniae
Ce sont des bactéries sans paroi, vivant en contact étroit avec les cellules.
Une espece a tropisme respiratoire et strictement humaine : Mycoplasma
pneumoniae.

IV.3 LES INFECTIONS RESPIRATOIRES VIRALES

Les infections respiratoires virales représentent environ 80% des causes

d’infections respiratoires aigués.

La gravité d’une infection virale est fonction du virus respiratoire et d’une

susceptibilité individuelle des agents de surinfection.
Les bacteries sont surtout des agents de surinfection.

Les virus plus rarement retrouvés sont : HSV qui présentent des récidives

trés fréquentes et qui sont difficilement imputables.
CMB difficilement imputable
RBV presque jamais retrouve.

Ces virus peuvent provoquer des manifestations respiratoires associées a

d’autres manifestations cliniques.
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Tableau X : Virus responsables des infections respiratoires

VI VPI VRS AdV RV Coronavirus
Famille Orthomyxo- | Paramyxo- | paramyxo- | Adeno- Picornaviridae | COTON&"
viridae viridae viridae viridae viridae
ARN simple
ARN ARN | ARN AND brin ARN simple
imole bri simple | simple brin bri
Caractéristiques §|mp € brin brin fin
gén.segmente Non
enveloppé enveloppé | enveloppé | enveloppé Non enveloppé
PP PP PP enveloppé
svnd 1.2:
Pathogénicité y?i ro;]e laryngite | Bronchioles| Pharyngites | 30-50% des rhume
g gripp 31 Rhumes |B.pneumonies|  rhumes
bronchiole
Pandémi Trés Surtout
Epidémiologie aénigénr;?gset Variable | répandu Répandu enfants Répandu
P 9 pia Hiver toute ’année | AUOMNe — | Fin automne
Hiver hiver
Mode de Direct ou Directou | Direct ou Direct ou Direct ou Direct ou
transmission indirect indirect indirect indirect indirect indirect
Incubation 1-4 jours | 4-5jours | 4-5jours 3-10 jours 2-4 jours 2-5 jours
— 3-5) sglvant Plusieurs | Aucoursde | 5japresle
Transmission le début ) A e Convalescence
. semaines | la phase aigué | début clinique
clinique
MRC5-He
Cultures MDCK |LLCMK2| 5 '"|Hep2, MRC5| MRC5 | Culturetrés
Délai 2-3jours | 3-12 jours | .10 jours 1-2 jours 7-22 jours difficile
IF, IC IF, IC
R ELISA, EIA ELISA, |IF, IC ELISA, . .
Recherche d’Ag sur I1C IF EIA sur | peroxydase Non faite | Rarement faite
membrane membrane
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| - MATERIEL D’ETUDE

I.1 CADRE D’ETUDE

Ce travail a été réalis¢é a l'unité de recherche et de biotechnologie
bactérienne du laboratoire de bactériologie-virologie du Centre Hospitalier
Universitaire Aristide Le Dantec (HALD).

1.2 MATERIEL

1.2.1 Souches bactériennes

Les souches de Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae,
Moraxella catarrhalis, ont été collectées au niveau du laboratoire de 1’Hopital
Universitaire Aristide Le Dantec (HALD) de I’année 1994 a 2003.

Elles ont toutes été prélevées chez des patients souffrant d’infections
respiratoires aigués (otites, sinusites, rhinopharyngites, angines, bronchites,

pneumonies).

1.2.2 Souches de référence

- Haemophilus influenzae ATCC 49 247
- Haemophilus influenzae type b ATCC 49 766
- Streptococcus pneumoniae ATCC 49 619

- Escherichia coli ATCC 35 218

1.2.3 Les antibiotiques

Les antibiotiques utilisés sont :

- Pénicilline
- Ampicilline
- Amoxicilline

- Amoxicilline + acide clavulanique

- Cetriaxone



- Oxacilline

- Erythromycine
- Clindamycine
- Télithromycine
- Pristinamycine
- Spiramycine

- Céfotaxime

1.2.4 Matériel et réactifs utilisés pour ’antibiogramme standard

et le E-test

- Disques d’antibiotiques

- Antibiotiques en poudre

- Solvant et diluant appropriés selon 1’antibiotique
- Pinces

- Bandelettes E-test

- Inoculateur multipoint

- Boites de Pétri

- Gélose Columbia sans ou avec sang cuit
- Gélose MH (Muéller — Hinton)

- Hémoglobine base autoclavée

- Sang de cheval défibrine

- Polyvitex

- Eau physiologique

- Eau distillée sterile

- Pipettes graduées (1ml et 10ml)

- Tube a hémolyse stérile

- Tubes a échelle Mac Farland (0,5 - 1)
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Il - METHODES D’ETUDE DE LA SENSIBILITE AUX
MACROLIDES ET AUX BETA-LACTAMINES

La détermination de la sensibilité a été basée sur la recherche des diameétres

d’inhibition et la détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI).
Deux methodes ont éte utilisées :
- ’antibiogramme standard;

- Epsillometer-test (E-test)

II.1 DETERMINATION DES DIAMETRES D’INHIBITION : ANTIBIO-
GRAMME STANDARD PAR METHODE DES DISQUES

11.1.1 Principe

L’antibiogramme standard est une méthode qui utilise la technique de la

diffusion en milieu gélose.

Il permet d’apprécier la modification de la croissance d’une souche

bactérienne en présence de I’antibiotique teste.

11.1.2 Mode opératoire

+ Préparation de Iinoculum

L’inoculum est préparé en réalisant une suspension d’une ou de deux

colonies obtenues a partir d’une culture jeune (15 a 24 heures).

La suspension est préparée a partir de 10ml d’eau physiologique de maniere
a obtenir une turbidité équivalente a celle du tube 0,5 de la gamme de Mac

Farland.

+ Ensemencement et application des disques

Il a été réalise par écouvillonnage. Les geloses utilisées ont été choisies en
fonction des exigences des especes a tester : GSC pour Streptococcus pneumoniae

GSC polyvitex pour Haemophilus influenzae et Moraxella catarrhalis.
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Les boites ont été incubées a 37°C sous CO, (5 a 10%) pendant 18 a 24

heures.

Les disques d’antibiotique ont été¢ appliqués sur la surface de la gélose a

’aide d’une pince en appuyant Iégerement.

11.1.3 Lecture et interprétation

Les diameétres d’inhibition ont €té mesurés a I’aide d’une régle a coulisse,

puis compares aux valeurs critiques de 1’antibiotique correspondant.

En fonction du diamétre de la zone d’inhibition, le germe est dit sensible,
intermédiaire ou résistant.
Tableau XI : Critéres d’interprétation des diamétres d’inhibition

Proposés pour Streptococcus pneumoniae
selon les normes NCCLS

Antibiotiques %?Sil?: S Dlametrles (mm) <

Oxacilline 1ug <13 14-16 >17
Spiramycine 100pg <15 16-22 >23
Pristinamycine 15ug- - - >18
Télithromycine 15ug <16 17-20 >21

Tableau XI1 : critéres d’interprétation des diamétres d’inhibition proposés
pour Haemophilus influenzae selon les normes NCCLS

Antibiotiques | Gharge —— e —

ampicilline 219 <17 - >18
Spiramycine 100ug <15 16-22 >23
Pristinamycine 15ug - - >18
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Tableau XI11 : Critéres d’interprétation des diamétres d’inhibition proposes
pour Moraxella catarrhalis selon les normes NCCLS

Antibiotiques C(:j?s?}rL?: - Dlametrles (mm) =

Pénicilline G 1ug <19 20-27 >28
Spiramycine 100ug <15 16-22 >23
Pristinamycine 15ug - - >18
Erythromycine SHUg <27 - >28

Tableau X1V : Critéres d’interprétation des diametres d’inhibition proposés
pour Escherichia coli selon les normes NCCLS

Diameétres (mm)
Antibiotiques Cciiharge (
isque R I S
Amoxicilline/
acide 20/10pg <17 - >22
clavulanique

11.2 DETERMINATION DE LA CMI PAR E-TEST
(EPSILLOMETER-TEST)

11.2.1 Principe

Le E-test associe les caractéristiques des méthodes de dilution et de diffusion

en milieu gélosé. C’est une technique de détermination directe de la CMI.

La technique consiste a déposer a la surface d’un milieu gélosé
préalablement ensemencé avec la souche bactérienne, des bandelettes inertes de
50mm de long et 5mm de large, calibrées par un gradient de concentrations de
I’antibiotique, couvrant une zone de 0,016 a 256 mg/l ou de 0,002 a 32 mg/I.
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L’inhibition de la croissance se traduit par la présence d’une ellipse dont les

points d’intersection avec la bandelette définissent la CMI.

Une échelle de lecture imprimée sur la face supérieure de la bandelette

permet une interprétation rapide.

11.2.2 Réalisation de la technique E-test

+ Préparation de linoculum
L’inoculum a été préparé en réalisant une suspension de colonies viables
obtenues a partir d’'une culture pure dans un bouillon MH (Streptocoques,
Moraxelles) ou dans de 1’eau physiologique (Haemophilus influenzae); la
suspension a été calibrée a I’échelle 0,5 Mac Farland.
+ Ensemencement
Le E-test se fait de préférence dans des boites de Pétri.
Les géloses utilisées ont été choisies en fonction des exigences de chaque
germe. L ensemencement a été fait par écouvillonnage.
+ Application des bandes E-test

Les antibiotiques testes par E-test different selon les germes :

- sortir le paquet de bandelettes E-test du freezer et le laisser quelques

minutes a la température ambiante avant de 1’ouvrir ;
- vérifier s’il y a ni fente ni trou (ne pas ’utiliser en cas de dommage) ;

- retirer les bandes avec une pince par la partie supérieure ou il est marqué

E (éviter de toucher les zones chargées avec la main);

- déposer les bandelettes a la surface de la gélose en evitant de déplacer les

bandes car I’antibiotique diffuse dans le milieu en quelques secondes.

- Incuber les cultures a 37°C sous une atmosphere contenant 5% de CO,
pendant 18 a 48 heures.
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11.2.3 Lecture et interprétation

Aprés 24 heures d’incubation, on a vu apparaitre une ellipse traduisant
I’inhibition de la croissance, dont les points d’intersection avec la bandelette

déterminent la CMI.

Une échelle de lecture imprimée sur la bandelette a permis une interprétation

rapide.

Pour les zones d’inhibition nettes et symétriques la lecture ne pose pas

probléme.
Dans tous les cas une interprétation est nécessaire.

Une zone de décrochage (dip) dans la zone de lecture impose de lire la CMI

en extrapolant la courbe de 1’ellipse.

La présence de colonies «squatter » doit étre analysée (résistance

hétérogene, émergence de mutants résistants, mélange bactérien).

La présence d’une croissance en ligne le long de la bandelette n’est pas prise
en compte et résulte certainement d’un séchage insuffisant de la surface du

milieu.

11.2.4 Critéres d’interprétation

m Calcul des CMIs et CM oo
C’est la détermination de la médiane par la méthode d’extrapolation
linéaire.
Les CMls et les CMlgo sont données par la formule suivante :

A-B
X=——(Z-Y)+Y
C-B

Si X=CMls

A = moitié des colonies inhibées
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B = effectifs cumulés immédiatement inférieurs a A
C = effectifs cumulés immédiatement supérieurs a A
B<A<C

Y =CMldeB

Z=CMldeC

Si  X=CMlg
A = 90% des souches inhibées
B = effectifs cumulés immédiatement inférieurs a A
C = effectifs cumulés immediatement supérieurs a A
B<A<C
Y =CMlIl deB
Z=CMldeC

11.3 CONTROLE DE QUALITE DES TESTS DE SENSIBILITE

Les normes utilisées ont été celles de NCCLS (National Commitee for
Clinical Laboratory) qui permettent d’obtenir des souches de controle de qualité
de source pure ATCC (American Type Culture Collection) et d’entretenir
correctement les souches de contréle de qualité en les conservant selon deux

meéthodes :
e cn stock culture pour I’utilisation fréquente des souches;

e cn -70°C dans des cryotubes avec des billes, ce qui permet un stockage

de longue durée.

Dans toutes les séries de détermination de la sensibilité, ces souches ont été
testées en paralléle pour le contréle de qualité afin de valider les tests. Leurs

résultats ont été lus en premier lieu.

Des contréles de qualité ont été effectués a plusieurs niveaux :
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- une Vvérification de la date de préférence de péremption des produits et de

tout réactif a utiliser;

- un stockage correct des souches de réféerence, des milieux de culture et

des disques par un relevé quotidien de la température du réfrigérateur.;
- une manipulation correcte avec respect des normes du protocole;

- une Vérification des normes de culture en respectant la profondeur de la
gélose 4 a 5 mm, respect des exigences nutritives des souches bactériennes et de

la capacité de croissance supportée par les différents milieux.

114 ANALYSE DES DONNEES : UTIILISATION DU LOGICIEL
WHONET V

Le logiciel Whonet V a servi a ’analyse des résultats.

11.4.1. Définition

Le logiciel Whonet (Wold Health Organisation Network) est une série de
programmes informatiques qui facilite la gestion des résultats des tests de

sensibilité des bactéries aux antibiotiques.

Il permet d’avoir sous forme de pourcentage et courbes (diagrammes) les
résultats de sensibilité des souches bactériennes par rapport a différents

antibiotiques en fonction des différents parametres.

11.4.2 Méthode

Les différentes valeurs des CMI et des diamétres d’inhibition pour chaque
souche testée ont été au préalable enregistrées dans 1’ordinateur avant

I’exploitation.

Ces valeurs sont par la suite corrigées par le logiciel Whonet V.
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111 - RESULTATS

I11.1 LES SOUCHES BACTERIENNES

Nous avons eu a travailler au total sur 389 souches bactériennes dont 297
souches de Streptococcus pneumoniae, 72 souches d’Haemophilus influenzae non

capsulés, 14 souches d’Haemophilus influenzae type b et 6 Moraxella catarrhalis.

Toutes ces souches ont été isolées d’infections respiratoires selon divers

prélevements excepte celui du liquide céphalo-rachidien.

111.2 RESULTATS DE LA SENSIBILITE AUX BETA-LACTAMINES,
MACROLIDES ET APPARENTES

Des antibiotiques appartenant a la famille des béta-lactamines et des
macrolides ont été testés sur les souches de Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae, Haemophilus influenzae type b et Moraxella catarrhalis
et tout ceci en vue de déterminer leur sensibilité et d’établir leur profil de

résistance.

La détermination de la sensibilité a été réalisée par la méthode des disques

ou antibiogramme standard et la méthode E-test.



111.2.1 Résultats de la sensibilité des souches de S. pneumoniae

111.2.1.1 Antibiogramme standard
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Tableau XV : Sensibilité des souches de Streptococcus pneumoniae aux

B-lactamines et macrolides apparentés par la technique
de I’antibiogramme standard

- Nombre de R | S
Antibiotiques souches
testées nombre | % | nombre | % | nombre | %
Oxacilline 297 98 33 0 0 199 67
Spiramycine 20 1 5 2 10 17 85
Pristinamycine 20 3 15 0 0 17 85
Télithrimycine 51 0 0 0 0 51 100

Globalement, les tests utilisés ont révélé des souches de pneumocoques qui

présentaient une assez bonne sensibilité aux antibiotiques testés. Néanmoins, une

certaine résistance a été observée.

Le test a I’oxacilline 1pg a montré 33% de résistance a la Pénicilline G avec

des diametres d’inhibition < 19mm. 15,82% des pneumocoques ont eu une

résistance franche (PRP) et 17,18% une sensibilité diminuée faisant d’eux des

PSDP.

La penicilline G a été active sur 67% des souches.

Il en est de méme pour la spiramycine et la pristinamycine qui ont été actives

sur les PSP et PSDP avec des pourcentages de sensibilité de 85% pour chacune

des deux.




67
Cing pour cent des pneumocoques ont été résistants a la spiramycine et 10%
ont eu une sensibilité diminuée.
Quinze pour cent des souches ont aussi été insensibles a la Pristinamycine.

L’activité de la Télithromycine a été tres bonne, 100% de sensibilité. Aucune

souche n’a été résistante.



Tableau XVI : Sensibilité des souches de Streptococcus pneumoniae aux B lactamines, macrolides

111.2.1.2 E-test

et apparentés par la méthode E-test
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Criteres Nombre de R I S
Antibiotiques | d’interprétation | souches |nombre| % | nombre | % |nombre| % | CMlso | CMlgo
testées
Amoxicilline S<2 R>8 150 7 4,7 0 0 143 95,3 | 0,032 0,5
Amox/clav S<2 R>8 115 7 6,1 1 0,9 107 93 0,016 | 0,025
Cefotaxime S<0,5 R>1 129 27 20,9 0 0 102 79,1 | 0,064 1
Ceftriaxone S<0,5 R>1 18 2 11,1 0 0 16 88,9 | 0,023 1,5
Erythromycine S<0,25 R>1 126 15 11,9 0 0 111 88,1 | 0,094 2
Clindamycine S<0,25 R>1 15 0 0 2 13,3 13 86,7 | 0,125 0,38
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Les pneumocoques se sont montrés majoritairement sensibles a
I’amoxicilline 95,3% et a 1’association amoxicilline / acide clavulanique 93%.
Seuls 4,7% et 6,1% des souches ont été respectivement resistantes a ces deux
antibiotiques et ceci a des CMI relativement basses : CMI90 = 0,5mg/ml pour le

premier et CMI190 = 0,025mg/ml pour le deuxiéme.

Une sensibilité diminuée a I’amoxicilline / acide clavulanique a été retrouvée

chez une souche. Toutes ces réesistances ont été retrouvées chez les PRP.

Pour ce qui est des céphalosporines de 3°™ génération, leur activité a été

assez bonne. Elles ont été actives sur les PSP et PSDP.

Toutefois, 1’activité de la Ceftriaxone a ¢té meilleure que celle de la
Cefotaxime avec 11,1% de résistance a des CMI90 = 1mg/ml contre 20,9% de

résistance a des CMI190 de 1,5mg/ml.

L’érythromycine a €t€¢ d’une bonne activité sur les souches PSP et les PSDP.
Toutes les résistances (11,9%) ont été observées sur les souches PRP a des CMI

plutdt élevées CM90 = 2mg/ml.

Les pneumocoques ont ¢été¢ dans I’ensemble sensibles a la clindamycine a un
taux de 86,7%. Cependant, nous avons noté une sensibilité diminuée chez

2 souches de PRP correspondant a 13,3%.
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Tableau XVII : Profil de résistance des souches de Streptococcus pneumoniae

Souches PSP (67%) PSDP (17,18%) PRP(15,82%)
ATB N=199 N=51 N=47
Amoxicilline S S R(14,89%)
Amox / Clav S S (2,13%) r ou R (17,02%)
Cefotaxime S S R (57,45%)
Ceftriaxone S S R (4,26%)
Erythromycine S S R (31,91%)
Spiramycine S S (4,25%) r ou R (2,13%)
Clindamycine S S R (4,26%)
Pristinamycine S S R (6,38%)
Télithromycine S S S




Tableau XVIII : Mécanismes de résistances aux -lactamines,
Macrolides et apparentés chez Streptococcus pneumoniae

71

Phénotypes Génotypes
PENI G Modifications des PLPs la 2x 2b
Peni G Modifications des PLPs 2x 2b
AMX Modifications des PLPs 2b
CSP IlI*G Modifications des PLPs 1a et 2x
ermB
ERY (MLSg) ermA
rrl(domaine V de la 23S de I’ARN;
SPI (M) srm B
Ery (M) mef A

ERY-CIi (ML Bas niveau)

rrl (domaine V de la 23S de I’ARN;

Spi PRI (MS)

Rplv (protéine Ly,)
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111.2.2 Résultats de la sensibilité des souches de Haemophilus influenzae

111.2.2.1 Antibiogramme standard

Tableau XIX : Sensibilité des souches d’Haemophilus influenzae aux

B-lactamines macrolides apparentés par la technique

de I’antibiogramme standard

Nombre R I S
Antibiotiques de

souches | nombre %0 nombre | % | nombre| %

testées
Ampicilline 72 64 88,89 0 0 8 11,11
Spiramycine 20 11 55 1 5 8 40
Pristinamycine 12 8 66,7 0 0 4 33,3

L’activit¢ de I’ampicilline est en dessous de la moyenne car sur les 20

souches B-lactamases négatives seuls 8 ont été sensibles a 1’ampicilline ce qui

correspond a 11,11% du total des Haemophilus.

I1 a été inactif sur I’ensemble des souches productrices de -lactamases.

La spiramycine n’a pas été d’une bonne activité 40%. Les taux de résistance

et de sensibilité intermédiaire ont été respectivement 55% et 5% sur les souches

insensibles a I’ampicilline.

Nous avons obtenu un pourcentage de résistance a la Pristinamycine égal a

66,7%. Cependant 33,3% des souches ont été sensibles a cette molécule.




111.2.2.2 E-test

Tableau XX : Sensibilité des souches d’Haemophilus influenzae aux B lactamines macrolides

et apparentés par la méthode E-test
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Critéres Nombre de R S
Antibiotiques dint tati souches CMlso | CMlgo
Interpretation | t4es | nombre | % | nombre | % | nombre| %
Amoxicilline S<4 R>16 57 1 1,8 0 0 56 98,2| 05 1
Amox/clav S<4 R>8 712 2 2,8 0 0 70 97,2 | 0,38 0,75
Cefotaxime S<2 R>4 61 6 9:8 1 1,6 54 885| 05 3
Erythromycine S<0,5 R>8 45 20 44 4 13 28,9 12 26,7 4 8
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Dans notre étude, les souches ont été d’une grande sensibilité a
I’amoxicilline 98,2%. La scule résistance obtenue a été observée sur une souche

BLNAR a une CMI90 = 1mg/ml.

De méme, pour I’association amoxicilline / acide clavulanique, les

résistances concernent 2 souches non productrices de Béta-lactamases BLNAR.

La Cefotaxime a révélé une résistance sur 9,8% des souches a des CMI assez

élevées CMI90 = 3 mg/ml.

Elle a été d’une bonne activité sur les Haemophilus, 88,5% de sensibilité

observée chez les souches AMPIS et AMPIR/BL+.

Les Haemophilus ont été¢ dans I’ensemble peu sensibles aux macrolides.
44,4% des souches ont été résistantes a I’érythromycine et 28,9% ont été de

sensibilité diminuée, ceci a des CMI élevées CMI90 = 8 mg/ml.

Cette résistance a été observée chez les souches AMPI R.
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Tableau XXI : Profil de résistance des souches d’Haemophilus influenzae

Souches | Ampi S Ampi R/ BL + Ampi R/ BL -
ATB (11r,]1_18%) (7; ,_25220/0) n=12 (16,67%6)
Amoxicilline S S R (8,33%)
Amox / Clav S S R (16,66%)
Cefotaxime S S (8,33%) r ou R (50%)
Erythromycine S (19,23%) r ou R (30,77%) | (25%) r ou R (33,33%)
Spiramycine S (1,92%) r ou R (19,23%) R (8,33%)
Pristinamycine S R (13,46%) R (8,33%)
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111.2.3 Résultats de la sensibilité des souches de Haemophilus influenzae

type b

111.2.3.1 Antibiogramme standard

Tableau XXI1 : Sensibilité des souches d’Haemophilus influenzae type b

aux B-lactamines macrolides apparentés par la technique

de ’antibiogramme standard

Nombre R | S
Antibiotiques de

souches | nombre| % nombre| % |nombre| %

testées
Ampicilline 14 12 85,71 0 0 2 14,29
Spiramycine 14 11 78,57 1 7,14 2 14,29
Pristinamycine 13 10 76,9 0 0 3 23,1

La plupart des souches d’Hib ont été résistantes a I’ampicilline 85,71%

dont 28,57% chez les souches non productrices de béta-lactamases : n les appelle

BLNAR et 57,14% chez les souches productrices de B-lactamases.

La Spiramycine n’a été active que sur 2 souches (14,29%). Sur les 12
souches restantes 11 ont été résistantes dont les 3 souches BLNAR et une souche
intermédiaire BLNAR également.

Soixante seize virgule neuf pour cent des Hib ont été résistantes a la
Pristinamycine et les 23,1% ont toutes été sensibles.

Ces reésistances ont été observeées sur les souches BLNAR et AMPIR/BL+.




Tableau XXI11 : Sensibilité des souches d ’Haemophilus influenzae type b aux B lactamines, macrolides

111.2.3.2 E-test

et apparentés par la méthode E-test
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Critéres Nombre de R S
Antibiotiques dint <tati souches CMlso | CMlgo
interpretation 1 t4es | nombre | % | nombre | % | nombre| %
Amoxicilline S<2 R>16 14 2 14,3 0 0 12 85,7 1 32
Amox/clav S<4 R>8 14 0 0 0 0 14 100 | 0,5 15
Cefotaxime S<2 R>4 14 0 0 0 0 14 100 | 0,032 | 0,094
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Tableau XXI1V : Profil de résistance des souches d’Haemophilus influenzae

type b

Souches Ampi S Ampi R/ BL - Ampi R/ BL+
ATB N=2  (14,29%) | N=8 (57,14%) | N=4  (28,57%)
Amoxicilline S S R (14,29%)
Amox / Clav S S S
Cefotaxime S S S
Spiramycine S R (100%) (25%)r ou R (75%)
Pristinamycine S R (100%) R (50%)

Tableau XXV : Mécanismes de resistances aux béta-lactamines,
macrolides et apparentés chez haemophilus influenzae
Phénotypes Génotypes
AMPIR/BLY TEM;
AMPIR/BL" Modification PLP 3 A et/ou 3 B (fts I)

M (ERY ou ery)

MS (Spi — PRI) (SPI - PRI)

Efflux Acr AB

Mutation ribosomale L,,
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111.2.4 Résultats de la sensibilité des souches de Moraxella catarrhalis

111.2.4.1 Antibiogramme standard

Tableau XXVI : Sensibilité des souches de Moraxella catarrhalis aux

B-lactamines macrolides apparentés par la technique
de I’antibiogramme standard

Nombre R I S
Antibiotiques de

souches | nombre| 9% | nombre| % |nombre| %

testées
Penicilline G 6 4 66,67 0 0 2 33,33
Erythromycine 6 0 0 0 0 6 100
Spiramycine 6 0 0 0 0 6 100
Pristinamycine 6 0 0 0 0 6 100

L’activite de la Pénicilline G a été totale sur les souches non productrives

de Béta-lactamases. Cependant, elle est restée inactive sur les souches BL+.

L’érythromycine et la spiramycine ont ét¢ d’une tres bonne activité, 100% des

souches ont été sensibles.

Toutes les souches ont été également sensibles a la Pristinamycine.




111.2.4.2 E-test

Tableau XXVII : Sensibilite des souches de Moraxella catarrhalis aux B lactamines macrolides

et apparentés par la méthode E-test
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Critéres Nombre de R S
Antibiotiques | d’interprétation | souches CMilso | CMlgo
testées nombre | % | nombre % | nombre| %
Amoxicilline S<4 R>16 6 0 0 0 0 6 100 2 48
Amox/clav S<8 R>32 6 0 0 0 0 6 100 | 0,064 | 0,5
Cefotaxime S<8 R>64 6 0 0 0 0 6 100 | 05 1

Les Moraxelles ont été sensibles a 100% a tous les autres béta-lactamines testés a savoir I’amoxicilline, 1’amox-clav et

la Cefotaxime.
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Tableau XXVIII : Profil de résistance des souches de Moraxella catarrhalis

Souches BL+ BL-
ATB N=4 (66,67%) N=2  (33,33%)
Pénicilline G R S
Amoxicilline S S
Amox / Clav S S
Cefotaxime S S
Erythromycine S S
Spiramycine S S
Pristinamycine S S
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IV - DISCUSSION

Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae et Moraxella
catarrhalis sont les 3 agents majeurs responsables des infections respiratoires.
L’objet de notre travail a été la détermination des profils de résistance des
bactéries citées ci-haut aux antibiotiques testés, a savoir certains des Béta-
lactamines et des macrolides mais egalement de prédire le déterminisme
génétique qui est a I’origine.

Pour ce qui est de la résistance, deux méthodes ont été utilisées :

- ’antibiogramme standard : c’est la méthode la plus utilisée par les
laboratoires de diagnostic. Elle est utilisée en routine car sa réalisation est simple.
Lorsque la technique est parfaitement standardisée les diamétres des zones

d’inhibition dépendent uniquement de la sensibilité du germe.

La fiabilité des résultats d’un antibiogramme est influencée par de nombreux

parametres qui doivent étre rigoureusement controlés.

Le milieu de culture choisi pour la croissance des pneumocogues est le MH

(Maller - Hinton) enrichi de 5% de sang de mouton.

Pour Haemophilus influenzae et Moraxella catarrhalis, le milieu utilisé a été

la gelose chocolat polyvitex ®.

Mais il faut préciser qu’il a été démontré que le meilleur milieu pour
I’isolement de ces trois germes est le Wilkins Chalgren, mais seulement son codt

est élevé.
Une épaisseur de 4mm a permis une meilleure diffusion de 1’antibiotique.

Toutes les précautions ont été prises depuis le stockage jusqu’a ’utilisation

des disques.
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- le E-test, technique rapide et simple, a permis d’avoir une estimation
directe de la CMI. C’est la méthode de référence grace a laquelle nous avons pu

tester pour un germe donné plusieurs antibiotiques a la fois [20].

Aprés détermination des résistances, nous avons établi les phénotypes pour

chaque bactérie afin de pouvoir donner leurs origines.

La plupart des résistances bactériennes provient des modifications de leurs
genes. Les bases genétiques de la résistance jouent un réle-clé en déterminant le

développement et la propagation de cette résistance.

IV.1 RESISTANCE DE STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE

La résistance aux antibiotiques des pneumocoques pose de nos jours un
grand probléme mondial et atteint de hauts niveaux dans certains pays [3,38, 52,
89].

1V.1.1 Résistance aux béta-lactamines

IV.1.1.1 Pourcentages de résistance

La résistance a la pénicilline a remarquablement augmenté durant ces

dernieres années.

Dans notre étude, 33% des pneumocoques ont été non sensibles a la
Pénicilline G (PNSP).
Parmi ces PNSP, 17,18% ont eu une sensibilité diminuée (PSDP) et 15,82%

une résistance franche (PRP).

Ces données n’ont pas €té aussi significatives que celles obtenues lors d’une
étude de surveillance de la sensibilité des pneumocoques menée a Taiwan de
Nov.1998 a Mai 1999 [64].

KWENTAY Luh et Al ont découvert 76% de souches non sensibles a la
Pénicilline dont 51% de PSDP et 25% de PRP [64].
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De méme, 1l a été démontré en Finlande, lors d’une étude menée de 1996 a

2000 sur 1190 pneumocoques, 58,82% de PSDP et 41,18% de PRP [81]. Une

récente recherche a aussi trouvé 50,4% de PNSP [53].

Par contre les résultats obtenus dans les pays de I’Europe de 1’Est sont restés
legérement inférieurs aux nétres 30,9% de PNSP avec 14,3% de PSDP et 16,6%
de PRP [4].

Ces résultats confirment une fois de plus I’évolution des pneumocoques
résistants a la Pénicilline dans notre pays, et un peu partout dans le monde.
Plusieurs facteurs peuvent étre a 1’origine : 1’accessibilit¢ des médicaments
surtout les génériques qui ne coltent pas en général chers, le recours a une
antibiothérapie dés D’apparition d’une fievre et le plus important de tous, la
s¢lection de mutants souvent due a un arrét de traitement suite a I’amélioration de

I’état du malade.

Tous les PSDP et PSP ont été sensibles a I’action des autres béta-lactamines

testés.

14,89% des PRP ont été résistantes a I’amoxicilline, 17,02% a I’association
amoxicilline / acide clavulanique, 57,45% a la Cefotaxime et 4,26% a la
Ceftriaxone. La résistance a 1’amoxicilline est rarement retrouvée car clle est
reconnue avec une excellente activité in vitro chez les pneumocoques et la

sélection de mutant par cet antibiotique est moins fréquente [53].

IV.1.1.2. Phénotypes de résistances

Les seuls phénotypes retrouves avec les Béta-lactamines ont été péni G
observé sur 51 souches et PENI G sur 47 souches dont la plupart ont eu des

résistances croisées avec les autres Béta-lactamines.
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IV.1.1.3. Déterminisme génétique [76] [59] [72]

L’action antibactérienne majeure de la pénicilline tient de son aptitude a se

lier et & inactiver les protéines liant la pénicilline qui sont les principales cibles.

La résistance a la Pénicilline chez les pneumocoques est due a une altération
de ces PLPS [53].

Six PLPS ont été identifiées, parmi lesquelles 5 de haut poids moléculaire
(1a, 1b, 2a, 2b et 2x) et une de bas poids moléculaire PLP 3 [48].

Il a été démontre que dans tous les PLPs, les centres catalytiques de la
transpeptidase é€taient définis par 3 motifs d’acides aminés conservés : SXXK
(incluant le site actif de la serine), SXN et KT (S) G. Ceci a été démontré avec la
souche SpnR6 [45].

En effet, 1’affinité diminuée des PLP1a, 2x et 2b des B-lactamines joue un

r6le important dans cette résistance.

Toutefois, les expériences de laboratoire ont prouvé qu’une diminution de
I’affinité des PLPs, 2b et 2X conférait un bas niveau de résistance et qu’elle est

préalable pour un haut niveau de résistance [53].

Chez les PRP en plus des altérations observees sur les PLP2b et 2x, nous

avons une diminution de ’affinité de la PLP1a [53].

Lors des études menées par NAGAI et Al sur les souches de Streptococcus
pneumoniae R6, il a été démontré qu’il n’y avait aucun changement chez les
PSDP, dans les motifs STMK, SRN et KTG de la PLP 1a portant respectivement
les acides aminés aux positions : 370 a 373, 428 a 430 et 557 a 559. [53].

Concernant les modifications au niveau de la PLP 2x, la sensibilité
intermédiaire peut étre due a une substitution de la T338 en A ou P du motif
STMK. De méme des changements de H394 en Y et L 546 en V peuvent étre vus.
[53]
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Pour ce qui est de la PLP 2b, les seules altérations ont été observées au
niveau du motif SSNT. Le T445 a été remplacé par 1’alanine (A) [53].

Cette mutation concerne tous les pneumocoques non sensibles a la
pénicilline (PNSP).

Il a aussi été avancé que la substitution 574 SQF — NTG dans la PLP la
jouait un réle important dans le développement de la résistance [....... ] mais ceci
reste a prouver puisque ce changement n’a pas été trouvé dans les sites de liaison

de la Pénicilline.

Chez les PRP, plusieurs changements ont ¢ét¢ a 1’origine de la résistance.
D’abord au niveau de la PLP la, une substitution de la T371 par ’alanine ou la

Serine a éteé observée [5, 49, 60].

La PLP 2x a éte la plus touchée. Une modification de la T338 en A ou P a

été constatée.

En plus de cela, s’est ajoutée une substitution du résidu M339 en F chez les

souches plus résistantes.
Un remplacement de la L546 en V (valine) au niveau du motif LKSG est
également impliqué.

En outre, dans la PLP 2b, un changement a été retrouvé au niveau du motif
SSNT. La T445 a été remplacée par 1’alanine. C’est 1’'unique modification qui a

été détectée dans cette protéine.

Les substitutions au niveau du motif STMK de la PLP 1a et SSNT de la PLP
2b sont prédominantes dans la résistance chez les PSDP.

A celles-1a s’ajoutent celles observées sur le STMK de la PLP 1a et le LKSG
de la PLP 2x s’agissant des PRP.

Ces resultats sont confirmeés par [KIMBERLY A., Nichol Georges
G. ZHONIL and Daryl J. HOBAN] [74].
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1V.1.2. Résistance aux macrolides

IV.1.2.1. Pourcentages de résistances

De nos jours, on observe de plus en plus la résistance aux macrolides. Elle

est plus déterminée chez les pneumocoques.

Dans notre étude, nous avons trouvé 11,9% des souches testées, résistantes a

I’érythromycine (macrolide a 14 atomes de carbone).

Toutes ces résistances ont €té observées chez les PRP faisant d’eux des

pneumocoques multirésistants.
31,91% des PRP ont été résistants a 1’érythromycine.

Les proportions de résistances ont été assez élevées dans les pays de
I’Europe de I’Est de 1996 a 1997 avec 45,9% en France; 32,6 en Espagne; 31,1%
en Belgique; 24,1% en ltalie; 15,8% en Suisse [39].

En comparaison avec ces données, nos résultats sont moins importants mais
par contre ils demeurent supérieurs a ceux obtenus en République Tcheque
(4,9%), en Latvie (4,2%), en Lithuanie (5,4%) et en Slovénie (4,9%) entre 1999 et
2000 [4].

Ces bas taux sont surtout dus a une faible consommation de cet antibiotique.

Dans notre pays, nous pouvons dire que c’est surtout le colit notamment

¢levé de ces médicaments qui est a I’origine.

Pour ce qui est de la spiramycine, toutes les resistances ont été retrouvées
chez les PRP (6,38%). Elle présente une meilleure activité que 1I’érythromycine
2,13% des souches ont une sensibilité diminuée et 4,25% une résistance franche.

La Pristinamycine également a été inactive sur 6,38% des PRP.

La Clindamycine, seul lincosamide testé, a eu une activité diminuée chez 2
PRP ce qui correspond a 4,26%. Aucune souche n’a été totalement résistante a

cette molécule, ce qui explique sa trés bonne activité sur les pneumocoques.
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Dans I’ensemble, la Télithromycine a eu une trés bonne activité sur les

pneumocoques (100% de sensibilité).

Ce taux est légerement supérieur a celui obtenu par Peter C. APPELBAUM
et Al dans leurs études en 2000 (99,8%) [4].

Ainsi, la Télithromycine peut constituer une alternative thérapeutique sur les
souches résistantes aux macrolides et aux béta-lactamines. Elle serait la nouvelle

molécule sans danger pour une thérapeutique effective.

Sur cette lancee, nous rejoignons [Fish Douglas et pharm. D] qui avait la
méme approche des Ketolides dans la prise en charge des infections respiratoires
[41].

IV.1.2.2. Phénotypes de résistance

Jusque la, plusieurs phénotypes de résistance ont été recensés avec les

macrolides :

- le phénotype ERY (M14) qui correspond a celui de MLSB a été retrouvé

chez 14 pneumocoques;

- le phénotype SPI (M16) conféré par une résistance a la spiramycine est

porté par une seule souche;

- le phénotypes spi (M16 bas niveau) ou encore sensibilité diminuée a la

spiramycine est porté par 1 pneumocoque. Il est aussi appelé phénotype M;

- la sensibilité intermédiaire a la Clindamycine ou Phénotype | est

retrouvée chez une souche.

Concernant la Pristinamycine, 2 souches ont été résistantes. Il s’agit du

phénotype PRI ou S.
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1V.1.2.3. Déterminisme génétique

Les résultats de notre étude montrent une diversité de phénotypes de
résistance aux macrolides, lincosamides et streptogramines chez les

pneumocoques.
Plusieurs mécanismes peuvent étre a 1’origine.

Pour ce qui est du phénotype MLSB, le premier mécanisme €lucidé a été la
modification de la cible. Il est secondaire a 1’acquisition du géne erm B
(érythromycine ribosome meéthylase). Ce gene code pour une methylase
ribosomale. Une souche de Streptococcus pneumoniae a été découverte en Grece

portant ce gene [61].

Bien qu’il soit généralement prédominant, le géne erm B n’est pas le seul
représentant de la classe des erm chez les pneumocoques. Deux souches

provenant de la Hongrie et de la Pologne ont eu a porter le géne erm A [4].

La résistance intermédiaire a 1’Erythromycine n’a pas été retrouvée dans
notre étude malgré sa fréquente présence chez les pneumocoques. Elle est encore
appelée phénotype d’efflux, et elle est due au géne mefE qui a été par la suite

remplacé par le gene mef A [86].

Ce géne a ¢té retrouveé chez 13,9% des souches résistantes a 1I’Erythromycine
(25) dont 12 en Bulgarie, 3 en Croatie, Lithuanie et Pologne, 2 en Slovénie et

enfin 1 en République Cheque et en Lativie [4].

La pompe mef A fait partie des facilitateurs majeurs, elle comprend 12
domaines transmembranaires franchissant la membrane cytoplasmique. L’efflux

est provoqué par la force motrice du proton qui expulse 1’antibiotique [25].

Cette pompe semble étre spécifique a 1I’érythromycine et apparentés mais
aussi a I’azythromycine. Les macrolides a 16 atomes, les lincosamides et les

streptogramines n’agissant pas sur la pompe, restent actifs méme apres induction
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par I’érythromycine, ce qui pourra jouer un role important dans la prise en charge

des infections respiratoires.

D’autres mécanismes peuvent aussi €tre a l’origine de la résistance a

I’érythromycine.

Il s’agit de mutations au niveau des domaines Il et V de la sous-unité 23S de

I’ARNTr.

Ses mutations peuvent changer les propriétés de surface et perturber la
structure tridimentionnelle de la sous-unité 23S de I’ARN au niveau de plusiecurs

sites comme proposé chez E. coli et donc empécher la liaison de I’ATB [46].

Des études menées ont avance, apres amplification des fragments rrl des
domaines V (2) et domaine 1l (1), que G 2057, A2058, A2062, G 2505, C2611 et
AT752 étaient les bases impliquées dans la résistance a 1’érythromycine. [22] Les

positions de ces bases ont été déterminées chez Escherichia coli.

Par ailleurs, Roland LECLERQ et Patrice COURVALIN avaient démontré
que le nucléotide A2058 ¢était la clé de la liaison de I’érythromycine. Sa
modification de fagon marquée réduit son affinité par rapport a 1I’ATB
probablement en empéchant son acces direct ou en modifiant la conformation du

site de liaison [22].

Les souches résistantes a I’érythromycine ayant une mutation A2059G sont

moins résistantes que celles ayant une substitution A 2059C [82].

Concernant les mutations de la protéine ribosomale L22 dans la résistance a
I’érythromycine, des études ont démontré qu’au niveau de la G284A un
changement de la glycine en acide aspartique de la position 95 (G95D) chez le

pneumocoque pouvait engendrer cette absence de sensibilité.

Mais également, une substitution a la P99Q correspondant au point de

mutation C296A dans le gene rrl du domaine V conférait cette résistance.
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Par ailleurs, il faut aussi noter que 15% des souches provenant de différents
pays de I’Europe de I’Est, résistantes a I’érythromycine, portaient une mutation de

la protéine L4.

Cette derniére consistait en une substitution de 69Gly Tyr Gly a TyrPheSer.
Jusqu’ici, la mutation au niveau de C2611 n’a été détectée que chez des mutants
de laboratoire [57, 93, 96].

Il est possible que la résistance de bas niveau aux macrolides conférée par
cette mutation puisse expliquer pourquoi de tels mutants n’ont pas ¢émergé

pendant le traitement par les macrolides.

La sensibilité diminuée a la clindamycine ou phénotype ML (bas niveau)
obtenue est due a des mutations au niveau de la sous-unité 23S de I’ARN

ribosomale.

Jusqu’a présent, aucune mutation n’a €t¢ indiquée comme ¢€tant a I’origine de
la resistance a la Clindamycine seule (L), sinon des études ont prouvé que les
substitutions au niveau de C 2611U et C2610U avaient de faibles impacts sur les
activites des macrolides et de la Clindamycine et ne permettent pas de caracteriser
les souches de résistantes [22]. Ceci pourrait étre a 1’origine de la sensibilité

diminuée a la clindamycine obtenu dans notre étude.

Pour la Pristinamycine, aucune des mutations trouvées dans la sous unite
23S de I’ARN ribosomale n’était a I’origine de sa résistance, le phénotype PRI (S)

est di au phénomene d’efflux ou a une sécrétion enzymatique [22].



92

1V.1.3. Résistance croisée

Elle est due par plusieurs antibiotiques d’une méme classe.

I1V.1.3.1. Pourcentages de résistance
2,13% des pneumocoques ont eu une résistance croisée a I’AMX et I’AMC.

Ce méme taux a été retrouvé pour la résistance a la Pristinamycine croisée a

une sensibilité diminuée a la spiramycine.

Une résistance a I’érythromycine associée a une sensibilité intermédiaire a

la clindamycine a éte portée par un pneumocoque (2,13%).

6 souches ont été insensibles a 1’action combinée de I’amoxicilline et de
I’amoxicilline / acide clavulanique soit 12,77%. Ces pourcentages confirment une
fois de plus I’existence de pneumocoques résistants au Sénégal.

1V.1.3.2. Phénotypes de résistance
Quatre phénotypes de résistance ont été recensés :
- AMX —amc;
- AMX — AMC;
- PRI —spi (MS) ;

- ERY - cli (ML bas niveau).

1V.1.3.3. Déterminisme génétique [35]

Les résistances croisées sont dues au méme mecanisme que celui des

antibiotiques de la classe concernée.

En se basant sur des études faites, on peut dire que la résistance a

I’amoxicilline a comme origine, des modifications au niveau de la PLP2x.

Ces dernieres contribuent a la diminution de sa sensibilité, mais ne peuvent

en aucun cas jouer un réle dans le développement du haut niveau de résistance.
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Trois mutations sont concernées : changement de la Met 339 en Phe dans le
site de la sérine, celui de I’ILE 336 en Met, enfin le remplacement de la Met 400
par la Thr.

L’on a découvert par la suite que ces altérations provoquaient une
augmentation de la résistance a la Cefotaxime. Et depuis lors la PLP2x a été
considérée comme la cible de cet antibiotique et ses altérations contribuent plus

au développement de sa résistance qu’a celle de I’amoxicilline.

C’est la PLP2b qui parait jouer un rdle primordial dans la résistance a

I’amoxicilline.

Deux groupes de substitutions distincts d’acides aminés ont ét€ observes
dans les genes de la PLP2b provenant de souches isolées en France. Le premier a
lieu & ’intérieur de la triade Ser 442-Ser-Asn. Les mutations existant dans cette
zone, en particulier, la substitution de I’alanine par la thréonine 445, peuvent

contribuer au développement de la résistance de bas niveau a I’amoxicilline.

Le deuxieme groupe est centré autour de la triade Lys 614-Thr-Gly qui est

essentielle a I’acquisition du haut niveau de résistance a I’amoxicilline.

La résistance aux céphalosporines de 3°™ génération est causée par les

modifications des PLP1a et 2x.

COFFEY et Al ont observe deux mutations (Met 339 en Phe et Met 400 en

Thr) chez deux souches ayant une résistance franche a la Cefotaxime. [27]

A I’opposé de la résistance a la Pénicilline, la PLP 2b n’intervient pas dans
I’activité des CSP de 3°™ génération et donc a une cible de moins [43]. Les PLPs
altérées semblent batir une membrane cellulaire inhabituelle, chimiquement
caractérisée par d’abondants muropeptides ramifiés, contrairement aux
pneumocoques sensibles a la pénicilline ou la plupart des muropeptides sont

lineaires [44].
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Cette résistance peut étre inversée par inactivation des genes impliqués dans
la synthése de cette membrane de muropeptides ramifiés [40] qui pourraient

devenir de nouvelles cibles pour les PRP.

Concernant la résistance croisée aux macrolides, il a été démontré que le
gene rplV de la protéine L22 jouait un réle important en conférant une résistance
aux streptogramines et une sensibilité diminuée aux macrolides [61, 22]. Les
altérations se situent au niveau de : G95D, P99Q, A93E, P91S et G83E.

Par ailleurs, DEPARDIEU F. et P. COURVALIN ont eu une souche de
pneumocoque non obtenue jusqu’a présent in vitro, ayant un rare phénotype avec
un haut niveau de résistance a la Spiramycine, a la streptogramine B et une

résistance moyenne a la streptogramine A et B et a la Pristinamycine.

Selon eux, cette résistance serait due a une mutation A 2062C [33] et cette
souche resterait sensible aux macrolides a 14 et 15 atomes, a la Télithromycine et
a la Clindamycine. Ce nouveau phénotype confirme que les macrolides a

14 atomes et ceux a 15 atomes ont des sites de liaison distincts.

Le phénotype M1, serait la conséquence d’une mutation A 2059G qui confere
un résistance franche aux macrolides et une sensibilité intermédiaire a la
Clindamycine [22,57].

IV.2 RESISTANCE DE HAEMOPHILUS INFLUENZAE

En dépit de I'utilisation répandue des vaccins anti-haemophilus b dans les
pays développés et I’incidence diminuée des maladies invasives, Haemophilus
influenzae reste I’espéce clé dans les affections broncho-pulmonaires, du nez, de
la gorge aussi bien chez I’adulte que chez I’enfant [28]. Ces maladies sont plus
souvent causées par les souches non capsulées [42, 55]. Le traitement de ces
affections peut étre séverement affecté par la résistance de ces espéeces aux

antibiotiques qui devient un sérieux probléme [5, 64, 96].
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1V.2.1. Résistance aux Béta-lactamines

IV.2.1.1. Pourcentages de résistance

Parmi toutes les souches étudiées, 72,22% ont été productrices de
B-lactamases chez les haemophilus non capsulés et 57,14% chez le type b
(capsulé). Ces taux dépassent largement ceux obtenus dans certains pays ou
I’incidence des bactéries excrétant la -lactamase atteint 50% chez le type b et

20% a 30% chez les souches non capsulés [28].

Chez le type non capsulé, 88,89% des souches ont été résistantes a
I’ampicilline. Une partie de cette résistance a été observée chez les souches non
productrices de Béta-lactamases. On les appelle les souches B-lactamases

négatives ampicilline résistantes (BLNAR).

Elles représentent 16,67%. Toutes les résistances aux autres B-lactamines

ont été retrouvées chez ces derniers.

8,33% des BLNAR ont été résistantes a ’amoxicilline / acide clavulanique,
50% a la Cefotaxime. Cette baisse d’activité est rarement retrouvée chez les

especes capsulées.

L’activité de la Cefotaxime a été nulle sur les souches BLNAR alors que

pour les autres souches la sensibilité a été totale.

Cette grande sensibilité a été confirmee par des études menées en Europe de
I’Ouest et aux USA ou elle a été a 100% [39, 58].

Chez le type b, 14,29% des souches ont été résistantes a 1’amoxicilline.
L’amoxicilline / acide clavulanique et la Cefotaxime ont été actives sur
I’ensemble des souches, d’ou I’intérét de faire la différence entre ces deux especes

orientant la thérapeutique a adopter.



96

1V.2.1.2 Phénotypes de résistance

Le phénotype le plus fréquent chez les Haemophilus non capsulés a été celui
de CTX observe chez 41,67% des BLNAR.

Ensuite nous avons le ctx et ’AMC chez 8,33% des BLNAR.

Enfin nous avons le phénotype AMX chez les BLNAR du type b.

1V.2.1.3. Déterminisme génétique [32, 56, 83]

Les principaux mécanismes responsables de la résistance aux béta-

lactamines ont été : I’hydrolyse enzymatique de 1’antibiotique et la modification
des PLPs.

En effet la production de P-lactamases a été le principal mécanisme de

résistance observé parmi les Haemophilus [28].

Le plus fréquent des B-lactamases est le TEM1. Elle est constitutive et de
localisation périplasmique [56, 88]. On peut également retrouver le type ROB1

mais rarement.

Les mécanismes de résistance autres que la production de B-lactamases sont
basés sur la diminution de I’affinit¢ des PLPs impliquées dans la synthése du

peptidoglycane [24].

Il s’agit d’une résistance d’origine chromosomique retrouvée chez les

souches BLNAR.

Les résultats de CIAIROUX et al [24] MALOUIN et al [66],
MENDELMAN et al [67,68], BRYAN et LARR [78] ont démontré que les seuls
facteurs impliqués dans la résistance aux [-lactamines via les PLPs étaient les

modifications au niveau des PLP3a et ou 3B avec le gene ftsl.
Il s’agit d’une substitution de Asn 526 par la lys.

Contrairement a ce qui a été découvert chez Streptococcus pneumoniae, le

gene évoqué chez les Haemophilus ne présente pas une structure mosaique.
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La résistance a 1’amoxicilline/acide clavulanique serait due a une mutation
affectant le gene codant la B-lactamase TEM, qui lui confere une sensibilité
diminuée aux inhibiteurs. Cette catégorie de p-lactamases a été dénommée TRI

(TEM résistantes aux inhibiteurs).

1VV.2.2. Résistance aux macrolides

IVV.2.2.1. Pourcentages

o La plupart des souches d’Haemophilus ont été résistantes aux macrolides,
50% des souches ampi R p-lactamases positives ont éte insensibles a
I’Erythromycine dont 19,23% de sensibilité diminuée et 30,77% de résistance

franche. 33,33% des BLNAR ont été résistantes a I’Ery et 25% intermédiaire.

La spiramycine a été inactive sur 7,7% des souches productrices de

- lactamases.
La Pristanamycine a eu une activité sur 33,33% des souches.

o Chez les Haemophilus de type b, une résistance a la spiramycine a été
retrouvée chez 33,33 %des BLNAR.

La Pristinamycine n’a €té active que sur 23,1% des souches.
Ces fortes proportions expliquent pourquoi de telles molécules ne sont pas
recommandées dans le traitement des infections a Haemophilus.
1V.2.2.2. Phénotypes

o Chez les espéces non capsulées : MLSB, M14, retrouveés sur les souches

productrices de f-lactamases et les BLNAR.
Le phénotype SPI (M16) retrouvé uniquement chez les Haemophilus BL+.
o Chez les especes capsulées : SPI (M16) retrouvé chez les souches BL+.

C’est la résistance a I’érythromycine qui a été le plus souvent rencontrée.
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1V.2.2.3. Déterminisme génétique [80,19]

Les macrolides étant souvent utilisés dans le traitement empirique de ces

affections peuvent devenir inactifs.

Cette résistance peut étre due soit a une diminution de la perméabilité

membranaire s’opposant a la pénétration de I’antibiotique soit & un phénomene

d’efflux.

Par ailleurs, des études ont montré que les mutations au niveau de la sous-
unité 23S de ’ARNr et les protéines L4 et L22 étaient responsables du haut

niveau de résistance aux macrolides.

Il a été démontré que les Haemophilus pouvaient devenir résistantes aux
macrolides par acquisition d’une altération R88P dans la protéine L22. Cette

mutation consiste en une substitution de I’arginine par la proline en position 88.

Néanmoins, il faut préciser que chez les Haemophilus, le mécanisme de
résistance le plus fréquent a été 1’efflux qui code pour le géne Acr AB avec un

taux supérieur a 98%.

Bulent BOZDOGAN et al ont eu a démontrer en 2004 que la mutation
ribosomale ne pouvait pas a elle seule conférer une résistance en ’absence du
phénomene d’efflux et que le haut niveau de résistance aux macrolides nécessitait

une association des deux.

1VV.2.3. Résistance croisée

IV.2.3.1. Pourcentages
m Chez les souches capsulées :

- 33,33% des BLNAR ont été résistantes a la spiramycine et a la

pristinamycine

- 100% des haemophilus productrices de B-lactamase ont été résistantes a

la spiramycine et a la pristinamycine.
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o Chez les souches non capsulées :

- 8,33% des BLNAR ont eu une résistance combinée a I’Amoxicilline,

I’amox / clav et a la cefotaxime.

- Ce méme pourcentage a été rencontré pour la résistance croisée de la

spiramycine et la pristinamycine.

- 11,54% des souches productrices de -lactamases ont été résistantes a la
spiramycine et a la pristinamycine et 1,9% a eu une résistance a la pristinamycine
combinée a une sensibilité diminuee de la spiramycine.

1V.2.3.2 Phénotypes

o Chez Haemophilus influenzae :

- AMX-AMC

- SPI-PRI (MS)

- Spi-PRI (MS bas niveau)

a Chez Haemophilus influenzae type b :
- SPI-PRI (MS)

- Spi-PRI (Msbas niveau)

I1V.3.3 Déterminisme génétique [76,19]

Le phénomeéne d’efflux confére une multirésistance aux macrolides et
apparentés pouvant expliquer les phénotypes MS obtenus dans notre étude. En

effet, I’efflux augmente aussi les CMI des lincosamides et des streptogramines.

IV.3 RESISTANCE DE MORAXELLA CATARRHALIS

Dans notre étude, les seules résistances observées chez les souches de

Moraxella catarrhalis ont été celles aux B-lactamines (Pénicilline G).
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1V.3.1 Résistance aux B-lactamines

1VV.3.1.1 Pourcentages
66,67% des Moraxelles ont été productrices de p-lactamases.

Ces résultats restent inférieurs a ceux obtenus un peu partout dans le monde :

en Taiwan 95,7% des souches de Moraxella catarrhalis isolées ont été

productrices de B-lactamases, 92% aux USA et 93% au Canada.[64]

En effet, 66,67% des Moraxelles ont été resistantes a la Pénicilline G
limitant ainsi son utilisation dans le traitement des infections respiratoires a

Moraxella catarrhalis.

En ce qui concerne les céphalosporines de 3°™ génération, 1’amoxicilline,
I’amox/clav, les macrolides et apparentés, leur excellente activité a été démontrée

a travers cet étude.
100% des souches ont été sensibles a ces antibiotiques.

Ceci confirme une fois de plus I’efficacité des CSP de 3°™ génération dans

les infections respiratoires a Moraxella catarrhalis [17, 77].

1V.3.2. Phénotypes

Un seul phénotype a été recensé : celui de PENI G retrouvé chez les BL+.

1V.3.3. Déterminisme génetique [39, 64]

Le mécanisme ¢lucidé comme étant a l'origine de la résistance a la

Pénicilline G a été la production de -lactamases.

Plusieurs études ont eu a le confirmer notamment dans un grand nombre de
centres d’études aux USA, de méme que David FELMINGHAM, Reuben N.
GRUNEBERG and the Alexander goup et Kwenty LUH et al.
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Les infections respiratoires surtout les pneumonies, en dépit des progres de
I’antibiothérapie, demeurent une affection fréquente et grave dans les pays en voie

de développement et constituent un réel probleme de santé.

Leur fréquence et leur gravité font d’elles, la principale cause de morbidité

chez ’enfant.

Au Sénégal, Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae et
Moraxella catarrhalis sont les principales bactéries responsables des infections

respiratoires.

Durant ces derni¢res années, 1’utilisation des antibiotiques notamment les

nouvelles molécules a ét€¢ d’un grand succes.

Toutefois, I’apparition et la propagation de souches bactériennes résistantes
et multirésistantes, constituent une réalité préoccupante pour le microbiologiste et

le clinicien.

Cette résistance a tout d’abord commencé avec les [-lactamines (la

pénicilline G) et s’est ensuite étendue aux macrolides.

Ce travail a été entrepris dans le but d’établir 1’état actuel de la résistance des
bactéries citées ci haut aux B-lactamines et macrolides, et de prédire les différents

mécanismes qui en sont a I’origine.

Notre étude a porté au total sur 389 souches dont 297 pneumocoques, 72

Haemophilus non capsulés, 14 Haemophilus capsulés et 6 Moraxelles.

Les souches étudiées ont été collectées de 1994 a 2003 selon divers

prélévements a I’exception du LCR, et ceci tout au long de I’année.

La sensibilité¢ de ces germes a été déterminée par I’antibiogramme standard

et la méthode E-test.

Par la suite nous avons établi les profils de resistance et prédit les

mécanismes de résistance.
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Au cours de notre étude, nous avons noté une grande diversité de phénotypes

de résistance.
+ Chez Streptococcus pneumoniae :

Les souches ont montré une grande résistance a la Pénicilline G (33%), et la
présence de résistance aux autres [B-lactamines et macrolides chez les PRP
démontre une fois de plus I’existence de pneumocoques résistants et

multirésistants dans notre pays.

Concernant les mecanismes de résistance aux B-lactamines, des
modifications au niveau des PLPs et plus précisément des substitutions d’acides
amineés a des positions différentes ont été trouvees. Ces changements ont surtout

concerné les PLPs 1a, 2b et 2x.

Les macrolides ont démontré différentes maniéres de sélectionner la

résistance.
Les mecanismes de résistance prédominants ont été :

- la méthylation ribosomale rencontrée avec le phénotype MLSB qui code

pour le gene ermB(AM).
- Le phénomeéne d’efflux ou mef A

Des séries de mutations au niveau de la sous unité 23S de I’ ARNr, de la

protéine L4 et L22 peuvent aussi induire une résistance.

L’apparition de ces mécanismes de résistance est particuliecrement fascinante.

+ Chez Haemophilus influenzae :

La plupart des resistances a été retrouveée chez les souches BLNAR aussi

bien pour les souches capsulées que pour celles dépourvues de capsules.

Les fortes proportions de résistances aux macrolides: 73,3% pour

I’érythromycine chez Haemophilus influenzae et 78,57% pour la spiramycine
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chez Haemophilus influenzae type b expliquent pourquoi de telles molécules sont

exclues dans le traitement des infections respiratoires dues a ces germes.

La réesistance aux B-lactamines a été le plus souvent causée par le gene

TEML1 chez les souches productrices de [3-lactamases.

Chez les BLNAR, cette résistance a été la conséquence de mutations des

PLPs 3a et ou 3b avec comme gene le ftsl.

La résistance de haut niveau aux macrolides associe elle, deux mécanismes

I’efflux avec le gene Acr AB et la mutation ribosomale.

4+ Chez Moraxella catarrhalis :

Les seules résistances obtenues ont eu lieu avec la Peénicilline G(66,67%)

retrouvées chez les souches productrices de -lactamases.

Le mécanisme élucidé jusque la comme en étant 1’origine a été la production

de B-lactamases.

Ainsi pour pallier ces résistances, le choix pourrait porter sur la
télithromycine dans les infections pneumococciques, et 1’association amox/clav

dans les infections causées par Haemophilus influenzae et Moraxella catarrhalis.

Cependant, il s’aveére nécessaire de tenir compte de certaines mesures de
base pour limiter I’émergence et la diffusion de souches multirésistantes et de

preserver les molécules les plus actives :

o [’association d’antibiotiques car la prescription exclusive ou quasi
exclusive d’un seul type d’antibiotique représente une pression de sélection forte

qu’il faut prendre en considération;

o éviter la consommation déraisonnée et abusive des antibiotiques par une
éducation sanitaire des populations, et surtout le respect des regles de délivrance

de ces médicaments;
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o encourager aussi une bonne coordination entre clinicien et
microbiologiste qui est indispensable pour une bonne prise en charge

thérapeutique.

De nouveaux médicaments sont en perspective; il s’agit de PACTINONINE
VRC 4232 et VRC4307 qui sont des inhibiteurs de la déformylase. Ils sont
bactéricides sur Streptococcus pneumoniae et Haemophilus influenzae et

pourraient constituer une alternative en as de multirésistance.
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