N

N

PCR multiplexe et biopuce pour la détection rapide
d’agents infectieux
Laétitia Villiers

» To cite this version:

Laétitia Villiers. PCR multiplexe et biopuce pour la détection rapide d’agents infectieux. Biochimie,
Biologie Moléculaire. Université de Lyon, 2020. Frangais. NNT: 2020LYSE1184 . tel-03383665

HAL Id: tel-03383665
https://theses.hal.science/tel-03383665

Submitted on 18 Oct 2021

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-03383665
https://hal.archives-ouvertes.fr

UNIVERSITE ey
DE LYON /

€l

N° d’ordre NNT : 2020LYSE1184

THESE DE DOCTORAT DE L'UNIVERSITE DE LYON

Opérée au sein de
L’'Université Claude Bernard Lyon 1

) Ecole Doctorale 205
Ecole Doctorale Interdisciplinaire Sciences-Santé

Spécialité de doctorat : Biochimie

Soutenue publiquement le 08 octobre 2020 par :

Laétitia VILLIERS

PCR multiplexe et biopuce pour la détection
rapide d'agents infectieux

Devant le jury composé de :

Loic BLUM Professeur - ICBMS, Lyon Examinateur
Carole CHAIX Directeur de Recherche - ISA, Lyon Examinatrice
Emmanuelle LAURENCEAU Maitre de conférence - Ecole Centrale, Lyon Rapporteur
Christophe MARQUETTE  Directeur de Recherche - ICBMS, Lyon Directeur de thése
Max MAURIN Professeur -CHU, Grenoble Rapporteur
Franck MOLINA Directeur- Sys2Diag, Montpellier Rapporteur

Benjamin CORGIER Directeur R&D - AXO Science, Lyon Invité






UNIVERSITE CLAUDE BERNARD - LYON 1

Président de I’Université

Président du Conseil Académique

Vice-président du Conseil d’Administration
Vice-président du Conseil Formation et Vie Universitaire
Vice-président de la Commission Recherche

Directeur Général des Services

M. Frédéric FLEURY
M. Hamda BEN HADID
M. REVEL

M. Philippe CHEVALIER
M. Jean-Frangois MORNEX

M. Pierre ROLLAND

COMPOSANTES SANTE

Département de formation et Centre de Recherche en Biologie
Humaine

Faculté d’Odontologie

Faculté de Médecine et de Maieutique Lyon Sud — Charles
Mérieux

Faculté de Médecine Lyon Est
Institut des Sciences et Techniques de la Réadaptation (ISTR)

Institut des Sciences Pharmaceutiques et Biologiques (ISBP)

Directrice : Mme Anne-Marie SCHOTT

Doyenne : Mme Dominique SEUX
Doyenne : Mme Carole BURILLON

Doyen : M. Gilles RODE
Directeur : M. Xavier PERROT

Directrice : Mme Christine VINCIGUERRA

COMPOSANTES ET DEPARTEMENTS DE SCIENCES ET TECHNOLOGIE

Département Génie Electrique et des Procédés (GEP)
Département Informatique

Département Mécanique

Ecole Supérieure de Chimie, Physique, Electronique (CPE Lyon)
Institut de Science Financiere et d’Assurances (ISFA)

Institut National du Professorat et de I’'Education

Institut Universitaire de Technologie de Lyon 1
Observatoire de Lyon

Polytechnique Lyon

UFR Biosciences

UFR des Sciences et Techniques des Activités Physiques et
Sportives (STAPS)

UFR Faculté des Sciences

Directrice : Mme Rosaria FERRIGNO

Directeur : M. Behzad SHARIAT

Directeur M. Marc BUFFAT

Directeur : Gérard PIGNAULT

Directeur : M. Nicolas LEBOISNE

Administrateur Provisoire : M. Pierre CHAREYRON
Directeur : M. Christophe VITON

Directrice : Mme Isabelle DANIEL

Directeur : Emmanuel PERRIN

Administratrice provisoire : Mme Kathrin GIESELER
Directeur : M. Yannick VANPOULLE

Directeur : M. Bruno ANDRIOLETTI






UNIVERSITE

Gl't

L’ensemble des travaux constituant cette thése a été réalisé

Au sein de I'équipe GEMBAS de I'ICBMS a I’Université Claude Bernard Lyon 1, sous la direction du Dr
Christophe Marquette ainsi qu’au sein de I'entreprise AXO Science dirigée par M. Othello Chartier

dans le cadre d’une convention CIFRE

Equipe Génie Enzymatique, Membranes Biomimétiques et Assemblages Supramoléculaires
Institut de Chimie et Biochimie Moléculaires et Supramoléculaires
UMR 5246 Université Lyon 1 / CNRS
Batiment Lederer

SR 1 rue Victor Grignard
¢ acb 69100 Villeurb F \
g ) illeurbanne - France
%, UMR 5246 &
o 'gph‘ﬁ‘?}“ .
AXO Science SAS a n rt
assomatlon natlonale
technologie

36bis rue de Bruxelles
69100 Villeurbanne - France

AXOScience

I'aide du financement du projet européen H2020 PHC10

fast assay for
pathogens identification and characterisation

Au sein de I'Ecole Doctorale Interdisciplinaire Sciences-Santé

GO
EDISS







Remerciement

De nombreuses personnes ont participé, de pres ou de loin, a la réalisation de ce travail.

Je souhaiterais adresser mes remerciements dans un premier temps aux membres du jury dans
leur ensemble pour les échanges trés constructifs que nous avons pu avoir. Je souhaite remercier
le Dr Emmanuelle Laurenceau, le Pr Max Maurin ainsi que le Dr Franck Molina qui ont accepté
d’étre rapporteurs de cette these et pour le temps consacré a 1’analyse et la critique de ce travail.
Je remercie également le Dr Carole Chaix pour avoir accepté de faire partie du jury et pour
I’examen de cette thése et finalement le Pr Loic Blum pour avoir accepté d’étre président de ce

jury et pour m’avoir accueillie dans son laboratoire.

Je souhaite ensuite sincérement remercier mes encadrants le Dr Christophe Marquette et le Dr
Benjamin Corgier. Christophe, un grand merci pour m’avoir proposé un sujet aussi challenging
et intéressant que celui-ci. Merci pour tes conseils et remarques toujours trés pertinents. Merci
pour m’avoir accord¢ ton entiére confiance et m’avoir permis de réaliser autant de choses.
Benjamin, un grand merci pour la confiance que tu m’as accordée et ton soutien. Tu avais raison

ca a été tres formateur parfois et j’ai beaucoup appris.

Je remercie le Dr Joél Lachuer et le Dr Tristan Lefebure pour leur participation a mon comité

de suivi de these et les conseils qu’ils m’ont apportés.

Je souhaite remercier chaleureusement tous les membres d’AXO Science dans leur ensemble:
Othello, Samuel, Benjamin, Stéphanie, Vincent et Laurent pour leur accueil plus que chaleureux
et leur soutien tout au long de cette thése. Vous avez tous contribué au succes de cette thése par
votre humour et votre bonne humeur au quotidien. Je remercie plus particuliérement mes
collegues de bureau Vincent et Stéphanie pour tous les bons moments passé¢ ensemble et les
nombreux conseils et les corrections apportés a ce manuscrit. Je n’oublie pas non plus Clément

qui a été mon tout premier stagiaire.

Je tiens a remercier ensuite tous les membres de 1’équipe GEMBAS dans leur ensemble pour

leur soutien et leurs nombreux mots d’encouragement. Je remercie tout particulierement Chloé¢,



Julien, Nicolas, Layth, Sébastien, Thomas, Romain et Laurent pour leur accueil, leur bonne
humeur communicative, leur gentillesse a toute épreuve et tous les conseils qu’ils m’ont

apporteés.

Je tiens également a remercier tous les membres du projet FAPIC pour les nombreuses
interactions et discussions que nous avons pu avoir. Je souhaite plus particulierement remercier
Rui et Séverine ainsi que 1’équipe a Warwick pour leur accueil chaleureux lors de mes deux

séjours la-bas.

Ces remerciements n’auraient pas ét€ complets sans remercier mes amis et plus particulierement
Fabien, Lorraine, Claire et Alexis pour leur soutien et leur encouragement notamment lors de
la rédaction de ce manuscrit. Je souhaite également remercier ma famille et Marie pour leur
soutien tout au long de cette theése. Merci a mes fréres Guillaume (merci pour les corrections)
et Damien (merci pour le programme) pour m’avoir toujours soutenue dans tout ce que je fais.
Et last but not least comme on dit, je tiens a remercier mes parents Rémy et Isabelle pour leur
retour sur ce manuscrit, pour leur soutien sans faille et pour m’avoir donné toutes les chances

et les opportunités pour arriver ou je suis maintenant.

J’ai également une pensée particuliere pour mon grand-pére qui n’a pas pu voir

I’aboutissement de ce travail.



Table des matiéres

Liste des abIrEVIATIONS .....eeiuiiiiieiiiiiieite ettt ettt et e sttt e st ebe e e e eaeeas 13
LiSte des taDlEaAUX ... .eeiiiiiiieiie et et 15
LStE dES TIGUIES ...veeeieiniieeiie ettt ettt ettt et e st e et e e sateenbeeseteenbeenseeenseensaeenseas 19
INtroduction ENETALE...........oovuiiiiiiiieie ettt st eeas 23
Chapitre 1 : Bactériémie, choc septique et diagnostic clinique......................ccocoeiniinnne 25
1. Infection bactérienne et baCtEri€mIe .........c.eevuieriieriiiriieiieeie et 27
1.1 L’homme vit au contact de DACIETICS .......ccvveeiuirieiiieciie et 27
1.2 Bactériémie €t ChOC SEPLIQUE ......eveviieeiieeeiie ettt e eaee e s 27
1.3 Pathogenes impliqués dans les infections du SaNg ..........ccceeevcvveeviieerieeenieenieeeen. 34

2 Me¢éthode de diagnostic actuelle utilisée en clinique pour I’identification des pathogénes37

2.1 Réalisation d’enrichissement bactérien : Hémoculture ............cccocoveveiieiieniieniennnns 37
2.2 Identification des DACIETIES ......cccueieevireciiieeiieeciee ettt e e e e 40
B2 T 711011 1510 ) s R USRS 42
Chapitre 2 : Antibiotiques et résistance aux antibiotiques.....................cccccceviiniiienennnnnnn. 45
I Origine des antiDIOTIQUES ......ccuveeererieeiireeiieeeiieesieeesteeesereeessseeessseesssseeesseeessseesseeessseeens 47
1.1  Pré « ére des antibiotiques MOAEINES » ....c.eeevieruieriieiiieniiieiieeieeiee et seeeeee e e 47
1.2 «Eres des antibiotiques MOAETNES M.......eevvieruiieriieriiieiiieniieeiieseeeieeseeeeee e eseesaeeens 47
2 Mécanismes d’actions des antibIOtIQUES .........eeveeruieeiiieniieeiieiie ettt eiee e eiee e e 50
2.2 Mécanismes d’action des différentes classes d’antibiotiques............cceeeeerveeniiennnnnns 52
3 Genes de résistance aux antibIOtIQUES. ......eeeevireriieeiieeeieeecieeeeieeesteeeereeeeeeeeeeeeeseeeeens 60
3.1  Impact des résistances aux antibiotIQUES .......ccveerruereriieerieeerieeerieeereeeeeeeeneeeseneens 60
3.2 Meécanismes de résistance aux antiblotiqUES .........cceeevuveeriieeeriieeeniieeieeeieee e e 62
3.3 Localisation des genes de r€SISTANCE .......cccueeeruveeerieeeriieerieeerieeeriieeereeeeeeeeaeeesereees 70
3.4  Facteurs favorisant ’augmentation et la propagation des résistances aux
R a18 10 (0] 10 |8 (TSRS 72
3.5 Recherche de nouveaux mEdiCaments ...........ccveeeeiieeiiieeiiie e evee e 76

4 Meéthodes de diagnostic actuellement employées pour les résistances aux antibiotiques. 78

Chapitre 3 : Etat des lieux des tests commerciaux disponibles sur le marché ................. 81
1 Méthode de diagnostic suite @ une hémoculture ............cccooveiiiiiiiieiieniieeeeee e, 83
1.1 Geéne codant pour PARN 16S.......c.oooiiiiiiiieiiieieeeeieete e ees 83
1.2 Amplification des acides nucléiques et étape de post amplification .................c....... 84
1.3 Test sans amplification préalable de PTADN........ccccoeviiiiiiiiiiniieieceeeee e 91



1.4 SPEctromMeEtric d€ MASSE ....cccvveeirieeieiieeiieeeieeesiteeertteeeteeesreeesateeessaeeesaeesseeessseeensseeas 94

1.5  Testen cours de dévelopPemEent..........ccueeeuiieiiiieiiieeie ettt 96
2 Me¢éthode de diagnostic directement sur les échantillons de sang............ccccceevveeevieennenn. 100
2.1  Amplification des acides nucléiques et post amplification ...........cccceeevvevcrieennnennns 100
2.2 Tests actuellement en phase de développement .............ccceevieviienieniieneenieeene 104
3 Bilan sur les techniques d’identification des pathogeénes impliqués dans les cas
A’ INTECHIONS AU SANEZ ..evviiiiieiieie ettt ettt et e st eebeessaeenteesaaeenseenees 106
Principe du projet de these.............cooooiiiiiiiiiiii e 109
Matériels et MEthOdes...............oooiiiiiiiiiiiicee e e 115
I IMIALETICLS ettt ettt et sttt ettt 117
L1 INSTIUMENES .eeeiiieiiiieiiiee ettt ettt ettt e s eaeees 117
L B 115 o101 £ RS SS 117
L4 REACTHES .ottt e 117
1.5  séquences oligonuCIEOtIAIQUES .....ccuveeeuieiiiiieiiieeiie e e 118
2 MEELROAES ... ettt ettt eee 118
2.1  Parametres utilisés pour les [oIiCiels........ocuiiiiiiiiiiiiiiiei e 118

2.2 Evaluation des performances du test développé en présence de souches bactériennes

119
2.3 Préparation des solutions stocks de souches bactériennes et des échantillons de sang
122
2.4  Test des performances des deux plateformes avec une validation analytique et une
Validation PrECHNIQUE ....c.vvieieiieeiiee ettt e e e e s e e e e baeeenseeesnseeesnseeas 128
2.5  Extraction des acides NUCIEIQUES .........eovuieriiieiieriieiie ettt 129
2.6 PCR MUIPIEXES ..cevieniiiiiieiie ettt ettt ettt et e e aee e e 130
2.7  Test d’hybridation haut-débit automatisé .............eecuieviieriieiieniieiese e 131
2.8  Imagerie des biopuces et extraction des dONNEEs ...........occueerueerereriienieeniienieeieene 134
Chapitre 4 : Choix des cibles et construction des PCR multiplexes ....................ccoceee. 135
1 Choix des différentes cibles du Projet..........cccveeeiuiieriieeriieeiieceeee e 137
1.1 Choix des pathogenes et des genes de ré€SiStance ..........coccvveerveeerieeenieenrieeenneeenes 137
1.2 Constitution des panels de cibles pour les PCR multiplexes........c.ccccceevvrerriennennen. 138
2 Conception des séquences oligonucléotidiques de chaque panel : amorces et sondes ... 142
2.1  Criteres de conception des sondes et des amOrCes .........cccueevveerieeiieenieenieenieeieene 142
2.2 Conception des amorces et sonde pour le panel 1...........ccoooiiiiiiiiniiniienee 143
2.3 Conception des sondes et des amorces pour le panel 2 .........cccoveeveveeeiiieecieeninen, 155
2.4 Conception des sondes et amorces pour le panel 3 ..........cccceeeviieeiiieeciieeiieeeieeens 158
3 Optimisation des conditions expérimentales des protocoles de PCR et d’analyse......... 164



3.1  Optimisation du protocole d’analyse........cccceecuieeiiiieriieeiiie e 164

3.2 Optimisation du protocole de PCR.........cccviieiiiiiiiiecece e 166
Chapitre 5 : Interprétation analytique des résultats obtenus ......................cccoeeeiienenn, 177
1 Résultats obtenus sur les différents panels...........ccceevvvieeriiieeiiieciiie e 179

1.1  Images obtenues sur le panel 2 .........ccocceeviiiiiiiiienieeiieie e 179

1.2 Images obtenues surle panel 3 .........ccoooiiiiiiiiiiiieiiecie e 182

1.3 Images obtenues sur le panel 1.........ccoociiiiiiiiiiiieiieieeeee e 185

1.4 Caractéristiques des sondes conditionnant I’observation des signaux .................... 193

1.5  Contrdles négatifs pour les panels 1 €t 2 .......ccoooieriiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 196
2 Mise en place d’une méthode d’analyse des résultats obtenus avec les trois panels...... 197

2.1 Mise en place d’un systéme de seuils pour les panels 2 et 3........ccceevevvevverieenennne. 197

2.2 Développement d’un systeéme d’analyse pour le panel 1 .........cccoccoveveiiienciieninens 208
3 Conception du programme de reconnaissance des pathogeénes du panel 1.................... 214

3.1  Transcription des intensités extraites avec AXOware en intensités relatives, utilisées
dans I’analyse aUtOMATIQUE..........eeruiiriieriieiie ettt ettt ettt esaeeeaeeas 214

3.2  Détermination des sondes utilisées et de leurs intervalles d’intensité relative pour
I’établissement des signatures servant a la reconnaissance des pathogenes....................... 218

3.3  Développement d’une analyse automatique pour 1’identification des pathogenes.. 221

3.4  Résumé du processus d’analyse des résultats..........cccveerieeenieeeiiieecieecee e 229
Chapitre 6 : Etudes des performances du test développé.................cccooevviiiiiiiiiieenienn, 231
1  Etude des performances du test développé avec de I’ADN extrait de souches bactériennes
C SUL IAXOBOL ...ttt et sttt st 233

1.1  Estimation du nombre de copies de GENOME ..........c.eevuieriieeiieniieeiieiieeie e 233

1.2 Evaluation de la sensibilité et de la spécificité du test développé.........cceeveunnnnee. 234

1.3 Espéces utilisées pour valider 1a SpECIfiCite ..........ccevviieniiiiiieniiniieieeeeeee e 243

1.4  Détermination des capacités de détection du test ........ccoeeevvverieeeniieenieeeieeeee e 245

1.5  Infections polymiCIODIENNES. .......cccueieriieeiiieeiie e ecee et aee e e 249
2 Validation analytiqUe ........ccceeeiiieeiiieeiiie ettt et et e e e s e sneeeeanee s 252

2.1 Validation analytique du Pathodoc (Plateforme 2) .........cccoevvvviievienciienieeieeneene, 254

2.2 Validation analytique pour la Plateforme 1 : SelectNA plus / PathoRobot,

therMOCYCICUL, AXODOL .......c.eoeeieeeiieiieeie ettt ettt ssaesseesaaeenneees 261
3 Validation PréClinIQUE.......ccueeiuieiiieiieeiie ettt ettt ettt et et e et e saae e e eees 267

3.1  Définition de la qualification des échantillons .............cccccveeeviiieiiieecieeeee e, 268

3.2 Tests avec des échantillons de patients congelés...........cccovieviieeeiiiecieeecieeeee e, 269

3.3  Tests avec des échantillons de patient congelés de moins de trois mois................. 274

3.4  Tests avec des échantillons frais de patient............ccoecveeviercieenieniieenieeie e, 275



3.5 Tests avec I’extraction et la PCR réalisées au sein de I’hopital d’Hasselt .............. 280

3.6 Tests COMPIEMENTAITES ....cccvvreeeiieeiiieeiieecieeeseeeeieeesteeesreeeseaeeseaeesssaeeesseeesaseeennes 283
3.7  Essais afin d’améliorer I’identification des pathogénes a AXO Science ............... 285
3.8 Identification des réSIStANCES .........errtieruieeiiiiieeie ettt ettt 286
3.9  Conclusions concernant les performances du test développé..........cccevvveieennennen. 293
Conclusion gEnerale et PEISPECIIVES. .....cvuuiiiieriieeiieiieeiieeteeetteeteeeteeesteesteebeeseeeebeeseaeenseenens 295
ATIIEXES .ttt ettt ettt ettt ettt e b e et et a et e bt et h e e et e bt et e e bt e et e nbeeeaneenneeea 299

12



I'ACCP/
SCCM
AIT
ADN
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C2CA
CMI
CoNS
CRIS
Ct
DeltaG
EBSL
ELISA
HRP
FAPIC
FISH
kb
LoB
LoD

MALDI-
TOF

MRSA

Muscle

pABA
PAMP

Liste des abréviations

American College of Chest Physicians and Society of Critical Care Medicine

Austrian Institute of Technology

Acide désoxyribonucléique

Acide ribonucléique

Circle to Circle Amplification

Concentration minimale inhibitrice

Staphylococcus a coagulase négative

Center for Innovation in Regulatory Science

Cycle de seuil (cycle threshold)

Enthalpie libre

Bactéries productrices de béta-lactamases a spectre ¢largi
Eenzyme-linked immunosorbent assay

Peroxydase de raifort (horseradish peroxidase)

Fast Assay for Pathogen Identification and Characterization
Fluorescence in situ hybridization

Kilobases

Limite du blanc (Limit of Blank)

Limite de détection (Limit of detection)

Spectrométrie de masse couplant une source d’ionisation laser assistée par une
matrice et un analyseur a temps de vol (Matrix Assisted Laser Desorption lonization
Time Of Flight)

Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus)

MUItiple Sequence Comparison by Log- Expectation

Acide para-aminobenzoique

Motif moléculaire associé aux pathogeénes (Pathogen-associated molecular pattern)

13



PBP2a

PBS
PCR
PDR

PLP

PRR

RDP
SIRS
SSp.
SSU

Ta

Tm

ua
UFC/ml
uM
%GC

Paire de bases

Penicillin binding protein 2a (PLP2a pour protéine liant les pénicillines en
francais)

Solution saline tamponnée au phosphate (Phosphate Buffer Saline)

Réaction de Polymérisation en Chaine (Polymerase Chain Reaction)

Bactéries jugées résistantes a presque tous les antimicrobiens disponibles (pandrugs
resistant)

Padlocks probes

Récepteur de reconnaissance de motifs moléculaires (Pattern recognition receptor)

Tour par minutes (rotation per minute)

The Ribosomal Database Project

Syndrome de réponse inflammatoire systémique

Plusieurs especes non identifié au sein d’un genre (species plurimae)
Petite sous unité du ribosome (Small subunit rRNA)

Températue d’hybridation (annealing temperature)

Température de demi-dénaturation (melting temperature)

Unité arbitraire

Unité formant colonies par millilitre

Micromolaire (micromole/litre)

Pourcentage en bases Guanine et Cytosine
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Introduction générale

Au cours des derni¢res décennies, l'introduction des antibiotiques et de la vaccination
combinée avec de meilleures prises en charge des patients et de meilleurs outils de diagnostic
a entrain¢ une diminution significative des déces dii aux maladies infectieuses. Parmi les cas
d’infection possibles, des bactéries peuvent se retrouver dans la circulation sanguine
(bactériémie) et aboutir a des cas de sepsis. Le traitement de ces infections présente des
difficultés avec I’émergence des cas de résistance aux antibiotiques. Il existe plusieurs tests de
diagnostic sur le marché permettant 1’identification des pathogenes et des génes de résistance
aux antibiotiques directement a partir d’échantillons de patients ou a partir d’hémoculture mais

ceux-ci présentent plusieurs limitations.

La premiére partie de ce manuscrit portera sur les infections du sang et plus
particulierement sur les bactériémies, les cas de sepsis ainsi que les pathogénes impliqués. Puis,
un récapitulatif des différentes familles d’antibiotiques et leurs modes d’actions sera effectué.
Les mécanismes de résistance mis en place par les bactéries ainsi que la problématique de
I’augmentation des résistances aux antibiotiques ces derniéres années seront développés.
Finalement, les tests de diagnostics utilisés en routine en clinique ainsi que les tests
actuellement sur le marché permettant d’effectuer un diagnostic directement a partir
d’échantillons de sang ou a partir d’hémoculture seront détaillés. Par la suite, les différentes
étapes de développement de notre test de diagnostic seront détaillées. Dans un premier temps,
les processus de conception des séquences des sondes et des amorces ainsi que les étapes

d’optimisation des protocoles et la conception du logiciel d’analyse des données seront

développés avant de finir par les performances du test et les conclusions générales de ce travail.
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Chapitre 1 : Bactériémie, choc septique et diagnostic clinique

1. Infection bactérienne et bactériémie

1.1  L’homme vit au contact de bactéries

L’homme vit constamment entouré de bactéries, que ce soit dans son environnement
proche ou directement a son contact avec par exemple des bactéries présentent sur sa peau ou
dans son systéme digestif. Le tube digestif abrite de 10'* a 10'* micro-organismes, bactéries,
virus et champignons non pathogeénes qui constituent le microbiote intestinal (1). L’impact
global de ces bactéries commensales sur 1’organisme hote n’est pas encore totalement connu.
En plus du role du microbiote intestinal dans la formation de la barriére intestinal ou la
maturation du systéme immunitaire (2), des études récentes ont montré une forte corrélation
entre une dysbiose du microbiote intestinale, c’est a dire un déréglement du microbiote

intestinal et ’obésité (3), I’autisme et la dépression (4), ou encore le diabete de type 2 (5).

Des centaines d'espéces coexistent, ainsi que différentes souches au sein d’une méme
espece, en raison des mutations qui apparaissent en réponse a des stimuli environnementaux,
comme la compétition avec 1’hote, avec les autres bactéries par exemple ou 1’exposition a des
antibiotiques (6). Des souches, dans certaines conditions, peuvent également devenir
pathogeénes pour I’homme en traversant les barrieres naturelles de I’organisme, ou en profitant
d’un affaiblissement des défenses immunitaires. Ils sont alors appelés pathogenes

opportunistes.

Parmi ces infections, I’infection bactérienne sanguine ou bactériémie est définie par la

présence de micro-organismes viables dans le sang.

1.2 Bactériémie et choc septique

1.2.1 11 existe différents types de bactériémies

La présence de bactéries dans la circulation sanguine, appelée bactériémie transitoire,
peut-étre temporaire et peut se faire a travers une coupure par exemple ou lors du brossage des

dents (7). Elle est sans conséquence pour ’homme si son systéme immunitaire parvient a
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neutraliser ces bactéries. Cependant, ceci n’est pas toujours le cas et chez des personnes agées

ou immuno-déprimées, ces bactéries peuvent échapper au systéme immunitaire.

Certaines bactériémies peuvent €tre nosocomiales, et sont définies par une hémoculture
positive a partir de prélévements effectués plus de 48 heures aprés I’admission du patient a
I’hopital. Dans les cas contraires, elles sont dites d’acquisition communautaire. Elles sont
principalement dues a la dissémination de bactéries a partir d’un foyer d’infection primaire
comme cela est le cas pour I’endocardite (8). L'endothélium vasculaire est habituellement tres
résistant aux infections. Cependant, les 1ésions mécaniques de cet endothélium, par exemple en
cas de circulation sanguine turbulente, peuvent entrainer une exposition de la matrice protéique
extracellulaire sous-jacente et ainsi entrainer des inflammations locales sujettes a la

colonisation bactérienne (9).

Les bactériémies peuvent étre €également acquises au sein des hopitaux notamment suite
a la réalisation d’actes médicaux invasifs, comme par exemple la pose de corps étrangers
comme des cathéters (10). Dans une étude menée en France par I’Institut de veille Sanitaire en
2012, 33% des infections du sang recensées provenaient des voies veineuses centrales visant a

cathétériser une veine de gros calibre (11).

1.2.2 Formation de biofilm

La contamination bactérienne de cathéter peut aboutir a la formation d’un biofilm des
24 heures apres I’insertion du dispositif. Un biofilm est un regroupement de micro-organismes
adhérents entre eux et a une surface, et intégré dans une matrice extracellulaire protectrice. La

formation du biofilm s’effectue en plusieurs étapes présentées dans la figure 1.

Dans un premier temps, suite a I’insertion du cathéter, la surface de celui-ci se recouvre
d’un film composé de macromolécules organiques riches en protéines comme le fibrinogeéne et
la thrombine (12). Ce film va favoriser la colonisation par des bactéries dites pionnieres. Cette
colonisation dépend également des caractéristiques physico-chimiques des surfaces comme la
rugosité ou 1’hydrophobicité (13) ainsi que la présence de molécules ou de structures

particuliéres a la surface de la bactérie comme un flagelle ou des fimbriae (14). Les fimbriae
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sont des pilis de petite taille, qui sont eux méme des excroissances de la membrane externe et

qui permettent aux bactéries de se mouvoir et d'adhérer a un substrat.

-

amr~ N~
Espéce Bactéries planctoniques
bactérienne /
rimaire /
. A \
°

‘ Espéece
bactérienne
’ secondaire m
o

Matrice
extracellulaire : z

Micro colonie

s

Attachement 2 la surface Croissance Maturation Dispersion

Figure 1 : Etapes de formation d'un biofilm, adapté de Tremblay et al. (75)

Ces bactéries pionnieres vont favoriser I’arrivée d’autres bactéries en proposant des sites
d’adhésions supplémentaires. Les bactéries se multiplient ensuite et produisent la matrice
extracellulaire qui maintiendra la stabilité du biofilm et lui donnera sa forme tridimensionnelle.
Cette matrice hydratée est constituée de polysaccharides, de protéines, d’ADN extracellulaire
et de lipides (16,17) et varie selon les micro-organismes présents dans les biofilms mais aussi
selon les forces de cisaillement subies, la température et la disponibilité des nutriments (15—

17).

Lorsque le biofilm arrive a maturité, les bactéries issues du biofilm et sous formes
planctoniques, peuvent se disperser et se propager dans le corps humain via le sang par exemple,
entrainant un choc septique. La matrice extracellulaire protége également les micro-organismes

contre les agressions extérieurs comme les défenses immunitaires de 1’hote ou les antibiotiques
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(17,18). Cet aspect, détaillé dans le chapitre suivant, rend le traitement des infections en lien

avec des biofilms particulierement difficile.

1.2.3 Pathophysiologie de la septicémie

L’issue potentiellement fatale de cette infection du sang, en moyenne dans 15 a 35%

des cas, dépend pour beaucoup de son aggravation vers un état clinique appelé sepsis (19).

Lors d’une infection bactérienne, la réponse immunitaire fait intervenir des composants
du systéeme immunitaire inné comme les neutrophiles ou les macrophages, et le recrutement de
cellules immunitaires circulantes comme les cellules dendritiques. Ces cellules reconnaissent
des motifs bactériens conservés associés aux agents pathogénes (PAMP ou motifs moléculaires
associ¢s aux pathogénes) comme des lipopolysaccharides ou la flagelline, par 1’intermédiaire
de récepteurs a la surface de cellules immunitaires comme les macrophages (PRR ou récepteurs
de reconnaissance de motifs moléculaires). Cette interaction entre PRR et PAMP initie une
cascade de signalisation intracellulaire qui conduit a la production de cytokine, initiant ainsi la
cascade immuno-inflammatoire (20,21). Cette libération trés importante de cytokines est appelé

choc cytokinique (21).

La libération de cytokines a pour effet d’induire I’inflammation et de recruter de
nouvelles cellules immunitaires. Ce processus localisé est nécessaire pour lutter contre
I’infection, mais en cas de sepsis, cette réponse inflammatoire est totalement dérégulée et peut
conduire a deux issues : un exces de tissus endommagés lors de la phase pro-inflammatoire ou,

une immunosuppression et une sensibilité¢ augmentée pour des infections secondaires (22).

La septicémie se caractérise dans un premier temps par un état inflammatoire déclenché
généralement par les agents pathogenes et qui a pour but I’¢élimination de ces mémes pathogénes
(23,24). Puis, aprés 24 a 48 heures, un état anti-inflammatoire, déclenché par 1’hote pour
favoriser la réparation des tissus est observé (21,22). Lors de cet état, les patients développent
des caractéristiques similaires a une immunosuppression. Cette phase est connue sous le nom
d'immuno-paralysie, induite par la septicémie, c’est la source de la majorité des déces liés au

choc septique (25).
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Cependant, il semble que la septicémie soit plus complexe que la succession d’une phase
inflammatoire et anti-inflammatoire. En effet, il semblerait qu’il y ait plutdt une présence
simultanée de ces deux phases (20,25). Chez la plupart des patients immunocompétents, le
commencement de la septicémie se caractérise par une prédominance de la phase pro-
inflammatoire, suivie d’une phase d’immuno-paralysie. Mais, chez les patients
immunodéprimés, la phase pro-inflammatoire peut étre moins importante, voire absente, le
commencement de la septicémie se traduisant alors directement par la phase d'immuno-

paralysie (26).

1.2.4 Sepsis et choc septique

En 1992, la conférence de consensus de I'ACCP/SCCM (American College of Chest
Physicians and Society of Critical Care Medicine), a proposé un cadre général pour définir la
septicémie et la réponse systémique a I’infection en introduisant le concept du SIRS : le
syndrome de réponse inflammatoire systémique. Il est caractérisé par la présence d’au moins
deux des critéres suivant : une température corporelle supérieure a 38°C ou inférieure a 36°C,
une fréquence cardiaque supérieure a 90 pulsations par minute, une pression artérielle en CO2
inférieure a 32 mmHg (hypotension) ou une fréquence respiratoire supérieur a 20 mouvements
respiratoires par minute et enfin une anomalie au niveau des globules blancs, dont le nombre
est alors soit supérieur a 12000 /mm? soit inférieur a 4000 /mm?>, ou dont la population est

composée pour plus de 10% de globules blancs immatures (27).

Lors de cette conférence, il a également été souligné que la présence de SIRS n'est pas
propre a la septicémie, mais peut étre observée dans de nombreux autres cas d’inflammation
comme la pancréatite ou des lésions tissulaires (figure 2). Cependant, lorsqu’une infection est
¢galement mise en évidence, le diagnostic de sepsis associé a une bactériémie ou sepsis, plus
générique est alors posé (27). Cette dénomination de sepsis remplace peu a peu le terme de

septicémie.

Trois stades de gravité croissante sont ainsi définis : sepsis, sepsis sévere et choc
septique. Le sepsis a été¢ définie comme la présence des critéres du SIRS présentés ci-dessus et

d’une infection présumée ou prouvée. Le sepsis sévere est défini comme un sepsis accompagné

31



Chapitre 1 : Bactériémie, choc septique et diagnostic clinique

d’un disfonctionnement d’au moins un organe et le choc septique comme un sepsis combiné a
une hypotension artérielle persistante (pression artérielle systolique inférieure a 90 mmHg) et
des signes d'hypoperfusion (diminution du débit sanguin) ou de dysfonctionnement d'organe

persistant malgré une réhydratation (27).
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Figure 2 : Interrelation entre le syndrome de réponse inflammatoire systémique (SIRS), la
septicémie et une infection comme décrit en 1992, d’apres Bone et al. (27)

En 2001, des critéres supplémentaires caractérisant le SIRS ont été définis sans pour
autant étre uniquement applicable au sepsis (28). Puis en 2016, une nouvelle conférence s’est
tenue et la définition du sepsis a été modifiée pour se rapprocher de la définition qui était au
préalable utilisée uniquement pour les cas de sepsis sévere. Le sepsis se définit désormais
comme 1’association d’une infection, d’une réponse de 1’hote et du dysfonctionnement d’un

organe (29).
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Pour les patients présentant un sepsis présumé, il est préconisé d’administrer une
antibiothérapie a large spectre, efficace contre la plupart des germes pouvant étre la source de
I’infection, dans I'heure suivant la suspicion (30). Puis, cette antibiothérapie est ajustée en
fonction des résultats microbiologiques obtenus. Elle est administrée dés lors que les

prélévements pour mettre en évidence la présence d’un pathogene ont été effectués (30).

Il est en effet couramment admis que tout délai dans I’administration d’une
antibiothérapie adaptée augmente la mortalit¢ (31). Kumar et al. ont montré qu’une
antibiothérapie inadaptée réduit d’un facteur 5 les chances de survie, dans le cas d’un choc
septique (32). Ferrer et al., en cas de sepsis sévere ou de choc septique, ont montré, une
augmentation lin¢aire du risque de mortalit¢ en fonction du temps de retard dans
I’administration d’un traitement antibiotique, pendant les 6 premicres heures apres

identification (33).

1.2.5 Incidence et mortalité des bactériémies et du sepsis

La mortalité est de I’ordre de 10 a 20% au premier stade du sepsis, 20 a 50% en cas de
sepsis sévere et 40 a 80% pour le choc septique (28). Ces derniéres années cependant, une
diminution des cas de mortalit¢ a été observée dans les cas de sepsis les plus graves, avec
notamment la mise en place de processus de soins groupés (34—36). L’incidence annuelle du
sepsis sévere est de "ordre de 1 a 300 cas pour 100 000 personnes (22,37). C’est une cause
fréquente (2%) d’admission a I’hopital et environ 50% requiert une hospitalisation aux services
de soins intensifs (22). Les caractéristiques cliniques du sepsis sévere varient fortement en
fonction de plusieurs facteurs notamment les caractéristiques du patient comme son age, le site
et la gravité¢ de l'infection et I’évolution du sepsis avant traitement (22). Tous ces facteurs
influencent la réponse du patient aux traitements administrés (38). Dans le cas des sepsis, les
conséquences a long terme sont également présentes. Une étude a montré que les personnes
agées ayant survécu a un sepsis sévere sont jusqu'a trois fois plus susceptibles de développer
des troubles cognitifs et des déficiences fonctionnelles par rapport aux témoins agés n’ayant

pas eu de sepsis (39).
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Selon différentes études, les bactériémies sont 30 a 45% communautaires, 15 a 30%
nosocomiales et 25 a 50% associées a des soins médicaux (40,41). L’incidence annuelle des
bactériémies dans les pays occidentaux se situe entre 100 et 200 cas pour 100 000 personnes
(41-43) et leur mortalité comprise entre 15 et 35% (40,41,44). Cependant, ces taux varient
fortement selon 1’dge des patients, avec un age moyen des patients atteints de bactériémie de
65 ans (40,42). 1l existe également une disparité notable entre les hommes et les femmes, les

hommes représentant la majorité des patients bactériémiques (45,46).

Ces derni¢res années, une évolution des facteurs influencant cette maladie, a été
observée au travers d’études épidémiologiques. Dans un premier temps, I’incidence du sepsis
et le nombre de déces li€s au sepsis ont augmenté, bien que le taux de mortalité global chez les
patients atteints de sepsis soit en baisse (46). Ceci peut s’expliquer par une meilleure prise en
charge des patients mais un vieillissement de la population qui présente notamment plus de
comorbidités, c’est-a-dire le présence d’autres maladies qui s’ajoutent a la maladie principale
(41,46). Une évolution ces derni¢res années des pathogeénes détectés dans les cas d’infections
du sang ou de sepsis a également été observée. Martin et Moss, dans une étude aux Etats-Unis
entre 1979 et 2000 ont montré dans les cas de sepsis, une prédominance des bactéries Grams
positives par rapport aux bactéries Grams négatives a partir de 1987 et une augmentation de
pres de 200% des sepsis di a des champignons (46). Dans leurs études, entre 2003 et 2006,
Anderson et al. ont montré que Staphylococcus aureus était la cause la plus fréquente des
infections du sang d’origine communautaire dans six centres aux Etats-Unis alors qu’avant
2000, ¢’était Escherichia coli (40). En Europe, c’est Escherichia coli qui est prédominante par

rapport a Staphylococcus aureus (42,47).

1.3 Pathogenes impliqués dans les infections du sang

En cas de bactériémie, la fréquence d’identification des organismes Gram positifs a
augmenté ces derniéres années et ils sont maintenant presque aussi présents que les infections
dues a des organismes Gram négatifs (46,48,49). Le type de micro-organisme a 1’origine du
sepsis est important dans I’issus de la maladie. Une méta-analyse de 510 études a révélé que les
sepsis occasionnés par des bactéries Gram négatives étaient associés a une mortalité plus élevée

que ceux occasionnés par des bactéries Gram positives (50).
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Les bactéries Gram négatives rencontrées dans les cas de bactériémie sont
principalement des Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella spp. et Enterobacter
spp. Les pathogeénes a Gram positifs associés sont essentiellement des Enterococcus spp.,
Streptococcus spp. et Staphylococcus spp., en particulier Staphylococcus aureus résistant a la
méticilline. Le tableau 1 présente un exemple des micro-organismes observés pour tout type
de bactériémie, suite a des hémocultures effectuées a différentes période et au sein de deux
pays, le Danemark et I’ Angleterre. Bien que les infections bactériennes restent la principale
cause de sepsis, les virus et les champignons peuvent également étre impliqués en particulier

chez les patients immunodéprimés (51).

Les pathogenes identifiés dans le cas de bactériémie varient selon les études. Par
exemple, May et al. ont identifié Staphylococcus aureus (20,5%) et Pseudomonas aeruginosa
(20%) comme pathogenes prédominants aux Etats-Unis ainsi qu’une forte proportion de

champignon (19%) dont les Candida, responsables de 17% des sepsis (52).

Des infections polymicrobiennes, c’est-a-dire des infections associées a deux micro-
organismes ou plus peuvent étre également présentes. Entre 4 et 25,2% des infections dans le
sang sont polymicrobiennes (19,40,41,53,54). Le taux de mortalité est généralement plus
important dans le cas d’infections polymicrobiennes, mais dépend des micro-organismes
impliqués (55-57). Wang et al. ont montré que dans le cas d’infections polymicrobiennes avec
Acinetobacter baumannii, le taux de mortalité a quatorze jours était de 71,4% lorsque ce
pathogene est associ¢ a Escherichia coli, 50% a Pseudomonas aeruginosa et 37,5% a des

bactéries du genre Enterobacter spp. (57).
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Tableau 1 : Exemple de micro-organismes isolés a partir d'hémocultures pour tout type de
bactériémie en Angleterre et pour des bactériémies d’acquisition communautaire ou associés
aux soins au Danemark

Danemark, bactériémie s Angleterre,
. . e Danemark, bactériémie toutes
d’acquisition . .o L oas .
. associée aux soins (%) bactériémies
communautaire (%) 0
(41) (%)
(41) (42)
2000- | 2003- | 2006- | 2000- | 2003- | 2006-
2002 | 2005 2008 2002 | 2005 | 2008 2004 2008
Gram négatif
E.coli 32,4 34,0 33,5 29,0 29,2 28,6 18,8 23,3
Enterobacter spp. 0,8 0,9 1,9 2,7 2,8 2,6 2.4 2,3
Klebsiella spp. 3,6 6,2 6,1 6,7 7.3 6.6 5.6 6.0
P.aeruginosa 0,7 0,9 1,1 2.4 1,7 6,1 - -
Autre Gram négatif 8,8 8,3 9,7 8,3 9.0 9.8 6,1 6,4
Gram positif
S.aureus 8,8 9,8 8,1 16,8 12,7 15,7 17,0 12,1
CoNS 13,8 8,3 6,9 12,6 7,1 6,5 13,5 14,2
S.pneumoniae 15,2 15,8 13,0 6,6 8,7 6,8 5,4 4.8
Enterococcus spp. 1,1 1,9 3,1 2,0 2,6 4,1 8,1 6,3
Autre Gram positif 8,8 8,3 10,3 6,9 11,1 5,5 4,0 4,1
Champignon 0,3 0,5 0,7 1,2 0,0 0,6 - -
Infections s9 | st | 57 | 49 | 79 | 71 | - :
polymicrobiennes
Autre pathogeénes - - - - - - 19,1 19.9

Parmi les pathogénes rencontrés dans les cas de bactériémies, six pathogenes :
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa et Enterobacter spp., connu également sous le terme
ESKAPE, présentent un nombre croissant de facteurs de virulence et de résistance aux
antibiotiques (58). Une étude menée par Marturano et al. aux Etats -Unis a montré que les agents
pathogenes ESKAPE constituent pres de la moitié des especes dans les infections du sang et

sont associés a des durées de séjour, des cofits liés aux soins et a une mortalité plus élevés (59).

Les mécanismes de résistances aux antibiotiques seront évoqués dans le chapitre 2.
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2 Méthode de diagnostic actuelle utilisée en clinique pour 1’identification des pathogeénes

2.1  Réalisation d’enrichissement bactérien : Hémoculture

Le nombre de bactéries dans le sang, méme en cas de bactériémie avérée, est tres faible
et inférieur a 10 UFC/ml (60) et souvent méme inférieur a 1 UFC/ml (61,62). Une phase
d’enrichissement des micro-organismes a partir de 1’échantillon sanguin est donc réalisée afin
d’augmenter le nombre de bactéries disponibles notamment pour la réalisation des tests
phénotypiques. Actuellement, la méthode de référence utilisée pour le diagnostic des infections

du sang repose sur 'hémoculture.

2.1.1 Caractéristiques des prélévements de sang effectués

Plusieurs prélévements ou paires d’hémocultures d’au minimum 20 ml de sang sont
dilués dans des milieux d'hémocultures (anaérobie et aérobie) et incubés un a plusieurs jours.
Le volume de sang prélevé est associé¢ a la probabilité de détecter un patient atteint de
bactériémie. En effet, en cas d’endocardite par exemple, une charge en micro-organismes plus
¢levée est présente dans le sang et les hémocultures seront positives méme si de petits volumes
de sang sont prélevés pour la culture. Cependant, avec la plupart des autres infections, des
charges en micro-organismes plus faibles sont présentes et des volumes plus importants de sang
sont nécessaires pour augmenter la probabilité de détection (63). La sensibilité¢ de I’hémoculture

est directement dépendante du volume de sang prélevé et mis en culture.

Deux études ont montré, en examinant plusieurs prélévements de sang sur 24 heures,
que parmi les patients présentant une bactériémie, environ 70% présentaient des cultures
positives apres le premier prélévement, 85% apres le deuxiéme, 97% apres le troisieéme et plus
de 99% apres le quatrieme (64,65). Le sang peut étre prélevé en une seule fois ou répartie en
plusieurs fois, le taux de bactérie présent dans le sang ne variant pas suivant le moment du
prélevement. Li et al. ont en effet démontré qu’aucune différence dans le rendement des
hémocultures ne pouvait étre observée, que les échantillons soient collectés dans un délai de 24
heures, simultanément ou séparément (66). Prélever le sang nécessaire a un test efficace en

seule fois semble une bonne stratégie afin de limiter les possibilités de contamination,
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cependant il peut étre difficile de prélever un trés grand volume de sang (au moins 40 ml) en

une seule fois, surtout chez les personnes agées (67).

Les échantillons de sang sont souvent prélevés par ponction veineuse périphérique qui
présente des taux de contaminations moins important (1 a 7%) que lors de I’utilisation de
cathéter intraveineux (3 a 13%) (68). Afin de limiter les contaminations, il est notamment
conseillé de désinfecter le haut des bouteilles pour les hémocultures. De plus, la source la plus
fréquente de contamination est la peau du patient, au niveau du site ou le sang sera obtenu.
Méme si I’endroit du prélevement est désinfecté, celui-ci n’est pas totalement stérile. Selwyn
et Hellis ont montré qu'environ 20% des bactéries cutanées se trouvent dans les couches

profondes de la peau et sont protégées par les follicules, des crevasses ou des lipides (69).

Deux hémocultures positives sont souvent demandées dans le cas de pathogeénes
considérés comme des contaminants courants, comme Staphylococcus epidermidis présent sur
la peau, afin de confirmer la réelle présence de ce pathogene dans le sang. Ceci permet d’éviter
d’attribuer 1’étiologie a un pathogéne non présent dans le sang et ainsi éviter les conséquences

pour le patient de I’administration d’un mauvais traitement antibiotique (70).

Finalement, dans la mesure du possible, le prélévement sanguin devra étre réalis¢ avant
toute administration d’antibiotiques afin d’éviter I’inhibition de la croissance des micro-

organismes mis en culture par ceux-ci (71).

2.1.2 Déroulé de ’hémoculture

I1 existe de nombreuses procédures possibles pour réaliser les hémocultures. Cependant,
la plupart des laboratoires utilisent des systémes d'incubation et de détection automatisés en
raison de leur plus grande efficacité et de leur faible risque de contamination. Ces automates
fonctionnent avec différents milieux de cultures notamment pour les bactéries anaérobies.
Généralement, une hémoculture différente est réalisée pour les bactéries aérobies et pour les

bactéries anaérobies.
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Trois systémes sont représentés en majorité : BD Bactec' (Becton Dickinson, Etats-
Unis), BacT/ALERT® 3D (bioMérieux, France) et VersaTREK® (TREK Diagnostic Systems,
Etats-Unis). Ces trois automates présentent des différences au niveau de la détection de la
croissance des micro-organismes. Le BacT/ALERT® 3D utilise un capteur colorimétrique dont
la couleur passe du gris au jaune en présence du CO: produit par les micro-organismes en
croissance (figure 3). Le BD Bactec'" posséde un capteur qui, toutes les dix minutes, détecte
une augmentation de la fluorescence proportionnelle a la quantit¢ de CO> présent. Et
finalement, le VersaTREK mesure les changements de pression dans le flacon induit par la
production de gaz par les micro-organismes (72). Généralement, une température de 35°C a

37°C est utilisée (73).

Des différences sont observées au niveau des performances de ces trois automates (72).
Fiori et al. ont par exemple démontré que le BD BACTEC possédait un meilleur taux
d’identification pour les bactéries Gram négatives, tandis que le BacT/ALERT® 3D présente

un meilleur taux de détection des bactéries Gram positives (74).

Négatif

Figure 3 : A : BacT ALERT 3D, B: Bouteille d'hémoculture du BacT ALERT 3D et C :
Changement de couleur du capteur lors d’une modification du pH (75)

L’incubation est rarement prolongée au-dela de cing jours sauf en cas de suspicion d’une
infection du sang provoquée par un micro-organisme a croissance lente comme les
champignons (62). Les pathogenes les plus fréquents sont pour la plupart du temps détectés
entre 12 et 36 heures (76)
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2.2 Identification des bactéries

Lorsqu'une bouteille en hémoculture est positive, une coloration de Gram est effectuée,
puis les surnageants sont étalés sur milieu solide et mis en culture afin d’obtenir des colonies
bactériennes individualisées aprés 24 heures, voir 48 heures pour les tests de sensibilité¢ aux

antibiotiques. Ces tests de sensibilité seront détaillés dans le chapitre 2.

2.2.1 Coloration de Gram

La coloration de Gram repose sur une composition différente de la paroi bactérienne,
Les bactéries sont récupérées puis fixées sur une lame de microscope. Ce frottis est ensuite
coloré avec du violet de gentiane ou du cristal violet. Ce colorant se fixe sur les composés
cytoplasmiques de toutes les bactéries. Puis un ringage a 1’alcool est effectué qui permet de
décolorer les bactéries Gram négatives, dont la paroi pauvre en peptidoglycane est perméable a
I’alcool (figure 4). Les bactéries Gram positives quant a elles, conservent la coloration violette
acquise précédemment du fait de 1’épaisse paroi de peptidoglycane qui les entoure. Une
nouvelle coloration par la fuscine ou la safranine peut étre réalisée afin de faciliter I’observation

des bactéries Gram négatif qui apparaissent alors roses (77).
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Figure 4 : Composition de la paroi bactérienne des bactéries Gram positives et Gram
négatives, adapté de Pajerski et al. (78)

La morphologie des bactéries est également observée au microscope. Ces observations
permettent d’éliminer d’éventuels faux-positifs en confirmant la présence de bactéries et
apportent un premier niveau d’identification qui permet d’ajuster I’antibiothérapie donnée aux

patients.
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2.2.2 Culture sur milieu solide puis identification

En cas de croissance sur milieu solide, une identification bactérienne peut étre effectuée.
Celle-ci peut étre réalisée a I’aide de méthodes phénotypiques qui reposent le plus souvent sur
des tests biochimiques comme des tests de fermentation, des tests enzymatiques ou la capacité
a croitre en présence de substrats particuliers. Ces tests étaient initialement unitaires, puis ont
¢té inclus dans des galeries miniaturis€es comme les galeries API (bioMérieux, France). Ces
tests peuvent étre maintenant réalisés au moyen de systémes automatisés tels que le Vitek® 2
(BioMérieux, France), MicroScan WalkAway® (Beckman Coulter, Etats-Unis) ou le BD
Phoenix" (Becton Dickinson, Etats-Unis) et permettent de connaitre le genre et 1’espéce

bactérienne de I’isolat (figure 5). Ils sont également associés a un logiciel permettant la

comparaison des résultats avec une base de données intégrée (79).

Les cartes d’identification bactérienne sont séparées des cartes d’antibiogrammes sur le
systéme Vitek® 2. Cependant, les plaques du MicroScan® ou les galeries du Phoenix existent
sous 3 formats : identifications seules, antibiogrammes seuls ou identification et antibiogramme
inclus dans le méme support. Ces cartes sont ensemencées de maniére automatique, sauf pour
le MicroScan®, puis, incubées dans I’étuve interne des automates a une température de 35°C a

37°C et pour une durée variable de 2 a 6 heures (79).
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Figure 5 : A : Vitek® 2 BioMérieux et B : Carte d’identification du Vitek® 2
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2.3 Limitations

Différentes limitations des méthodes de diagnostic présentées ci-dessus peuvent étre

observées.

Tout d’abord, environ la moiti¢ des patients présentant une infection du sang ne sont
pas positifs par hémoculture. Plusieurs raisons peuvent étre évoquées : des organismes qui sont
difficiles a cultiver ou la prise d’un traitement antibiotique avant la prise de sang (80,81). Les
organismes difficiles a cultiver requierent souvent des nutriments spéciaux dans les milieux de
culture et présentent une croissance tres lente comme Mycobacterium spp. (minimum 4
semaines) (82). Le taux de contamination des échantillons ne devrait pas dépasser 3%,

cependant, des taux supérieurs a 6% ou plus sont régulierement observés (83—85).

De plus, les bouteilles contenant les milieux pour I’hémoculture doivent contenir 8 a 10
ml de sang selon les recommandations du fabricant. Cependant, les prélévements sanguins sur
les patients peuvent étre inférieurs a 20 ml et ces bouteilles sont souvent insuffisamment
remplies (86). Ces bouteilles peuvent €tre aussi, dans des cas plus rares sur remplies avec un
volume supérieur a 10 ml. Lamy et al. ont recensé les pourcentages de bouteilles sous ou sur
remplies présentées dans différentes publications (tableau 2) et mis en évidence que ce

probléme touchait plusieurs pays dans le monde (86).

Tableau 2 : Pourcentage de bouteilles sous et sur remplies détectées dans plusieurs pays,
adapté de Lamy et al. (86)
Pour la Corée du sud, 97,9% des bouteilles ont un volume inférieur a 8 ml dont 39,8% inférieur a 3 ml.

Bouteilles sous remplies Bouteilles sur remplies
Seuil Pourcentage Seuil Pourcentage g
Pays (mi) (%) g (mi) (%) g Référence
France <8 65 >10 13 (87)
Belgique <8 26,2-36 >12 7,6-12,8 (85)
Pays bas <8 55,3 - - (88)
Belgique <8 28 >12 23,02 (89)
Corée du <8 97,9 >10 0,3 (90)
sud <3 39,8 - -
Taiwan <7 28,3 >10 13,3 (91)
Etats-Unis <5 20 - - (92)
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Un volume insuffisant, comme vu précédemment peut entrainer des faux négatifs. A
I’inverse, un volume trop important peut donner lieu a des faux positifs (93). De plus, un seul
prélévement sanguin est souvent effectué et le volume sanguin trop faible ne permet alors pas
de répéter les résultats dans le cas de résultats négatifs ou de présence de pathogenes

contaminants (94).

Et finalement, une autre limite concerne le temps de rendu des résultats. Environ 24
heures sont nécessaires pour obtenir une hémoculture positive, 24 heures supplémentaires pour
la croissance sur milieu solide des bactéries et finalement environ 24 heures de plus pour la

réalisation des tests de susceptibilité.
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Chapitre 2 : Antibiotiques et résistance aux antibiotiques

1 Origine des antibiotiques

1.1 Pré «¢re des antibiotiques modernes »

Les hommes ont été¢ exposés aux antibiotiques bien avant leurs utilisations actuelles.
Des traces de tétracycline, par exemple ont été trouvées dans des restes de squelettes humains
de Nubie soudanaise datant de 350 a 550 avant J.-C. Cette présence ne peut s’expliquer que par
une exposition a des composés contenants de la tétracycline, via leurs régimes alimentaires
comme la consommation de grains fermentés, contaminés par plusieurs espéces de
Streptomyces (95). La présence de la tétracycline dans ces populations aurait peut-étre eu un
effet protecteur, le taux de maladies infectieuses comme 1’ostéomyélite, documenté dans cette

région était faible par rapport a d’autres populations, a cette méme époque (96,97).

1.2« Eres des antibiotiques modernes »

1.2.1 Découverte des premiers antibiotiques

Le commencement de « I'ére des antibiotiques modernes » est souvent associé aux noms
de Paul Ehrlich et Alexander Fleming. Paul Ehrlich a recherché des colorants ayant une affinité
spécifique pour les bactéries mais pas pour les tissus humains ou animaux, puis il a essay¢ de
trouver des substances toxiques, comme l'arsenic, avec ces mémes propriétés discriminatoires
afin de cibler les maladies infectieuses et tuer les micro-organismes responsables (98). En 1909,
et suite aux travaux de Fritz Schaudinn et Eric Hoffmann qui ont identifi¢ la bactérie
responsable de la syphilis : Treponema pallidium, il trouve avec son équipe un antibiotique
contre la syphilis, une maladie qui était endémique et presque incurable a ce moment-la

(99,100).

Alexander Fleming quant a lui a accidentellement découvert la pénicilline en 1928
lorsqu’a son retour de vacances, il a remarqué qu'un champignon, Penicillium notatum, avait
contaminé une plaque de culture de bactéries du genre Staphylococcus spp. et que le
champignon avait créé des zones exemptes de bactéries aux endroits ou il avait poussé sur la
plaque (101). En 1940, une équipe d’Oxford dirigée par Howard Florey et Ernest Chain a publié

un protocole permettant la purification de quantité¢ de pénicilline suffisante pour des tests
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cliniques, protocole qui conduira a la production et a la distribution en masse de pénicilline en

1945 (102).

Le mot antibiotique a cependant été utilisé pour la premiere fois dans les années 1940
par Selman Waksman. Il a découvert de trés nombreux antibiotiques comme 1’actinomycine,
la streptothricine, la fumigacine, la clavacine et la streptomycine en exploitant la capacité des
bactéries a produire leurs propres antibiotiques (99). En 1937, Selman Waksman remarque que
des bactéries du sol, les Actinomycetes, inhibent la croissance d'autres bactéries, et que les
mécanismes mis en ceuvre pourraient servir de base pour une plateforme de dépistage (identifi¢e

sous le nom plateforme de Waksman) des organismes producteurs d’antibiotique (103).

Il a défini le terme antibiotique comme suit: «Un antibiotique est une substance
chimique, produite par des micro-organismes, qui a la capacité d'inhiber la croissance et voir
de détruire des bactéries et autres micro-organismes » (104). Aujourd'hui, a cette définition se
sont rajoutées deux autres significations c¢’est-a-dire (I) un produit chimique organique d'origine
naturelle ou synthétique qui inhibe ou tue les bactéries pathogenes; (II) toute substances

antimicrobiennes (105).

1.2.2 D’un contréle des infections au développement des résistances aux antibiotiques

L’apport des médicaments, associ¢ a des avancées dans les techniques aseptiques, a joué
un rdle trés important dans la lutte contre les infections. En effet, <1% des décés en Angleterre
¢taient dus a des maladies infectieuses en 1945, contre environ 25% en 1900 (106). La plupart
des classes d'antibiotiques utilisées aujourd'hui ont été identifiées dans les années 1940-1960
(figure 6) et il était admis a I’époque que les maladies infectieuses seraient bientot un

« probléme de santé publique controlé » (99).
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Chloramphénicol Glycopeptide
Béta-Lactame Aminoglycosides Ansamycine Streptogramines Oxazolidinone
Ei?ﬁ- EF‘.- 1970 1980 E.”
Antibiotique Tétracycline Quinolones ) :
sulfiimiide . Lipopeptides
Macrolides

Figure 6 : Frise chronologique de la découverte des familles d’antibiotique, adapté de Lewis
(103)

Depuis, trés peu de nouveaux d’antibiotiques ont ¢ét¢ découvert. En effet, depuis ces
cinquante dernieres années, seul deux classes d‘antibiotiques, les oxazolidinones (avec le
linézolide par exemple) et les lipopeptides, (avec la daptomycine par exemple) ont été

découvertes et mises sur le marché (107).

Ceci s’explique en partie par un désintérét des grandes entreprises pharmaceutiques
dans la recherche de nouveaux médicaments. En effet, les compagnies investissent des sommes
conséquentes en plus de nombreuses années de travail pour découvrir et développer de
nouveaux médicaments. Payne et al. en utilisant des statistiques fournies par le CRIS (Center
for Innovation in Regulatory Science) ont estimé a 14 ans le temps nécessaire pour la mise sur
le marché d’un antibiotique (108). Il est également estimé a 200 millions de dollars la somme
nécessaire pour qu'une nouvelle molécule atteigne les étapes de commercialisation, avec le
risque que cet antibiotique reste peu commercialis¢ du fait de I’apparition rapide de résistances
ou au contraire, dii & son efficacité et son utilisation comme antibiotique de dernier recours, afin

de limiter I’apparition des résistances (109).

En parallele, la taille du marché est restée stable malgré les prévisions de croissance de
celui-ci. Trés peu d’antibiotiques potentiels ont également atteint le stade du développement
clinique et I'approbation de mise sur le marché des médicaments devient de plus en plus difficile
(110). En effet, il est demandé une trés grande polyvalence aux antibiotiques comparé a d’autres
médicaments. Ceux-ci doivent pouvoir cibler de nombreuses espéces bactériennes, localisées
dans différents parties du corps humain, tout en étant non toxique pour I’homme et avec un

risque minimum que des résistances apparaissent rapidement (107).
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2 Mécanismes d’actions des antibiotiques

Les antibiotiques sont généralement qualifiés de bactéricides lorsqu'ils tuent les
bactéries, ou bactériostatique (comme les tétracyclines, le triméthoprime ou les macrolides)

quand ils inhibent leur croissance sans les tuer.

2.1  Existence de différents types d’antibiotiques

Historiquement, la plupart des antibiotiques découverts sont produits par des bactéries
provenant du sol, comme les Actinomycetes étudiés avec la plateforme de Walkman, et sont le
résultat évolutif de pressions sélectives. Cependant, 1’efficacité des antibiotiques, leurs
stabilités chimiques ou I’innocuité thérapeutique ne sont pas toujours adéquat pour une

utilisation en clinique et peuvent souvent étre améliorées par semi-synthése (99).

2.1.1 Antibiotiques semi-synthétiques

Les antibiotiques semi-synthétiques sont des antibiotiques obtenus par transformation
chimique de composés naturels. Ces transformations permettent notamment d’améliorer
I’efficacité thérapeutique ou la réduction des effets secondaires. Par exemple, la semi-synthése
des céphalosporines a permis de réduire 'incidence des effets secondaires, et a permis de fournir
un site supplémentaire pour des modifications chimiques. La céphalosporine C a d'abord été
identifiée comme un métabolite de Cephalosporium acremonium en 1948, puis, I'acide 7-ACA
(acide7-aminocephalosporanique), précurseur de nombreuses céphalosporines semi-
synthétiques présentées dans la figure 7, a ¢t¢ obtenu a partir de son hydrolyse en conditions

acides (111).

Ces transformations ont également permis d’aboutir a la synthése de nouveaux
antibiotiques, qui plus tard ont été découvert comme déja existants dans la nature. C’est le cas
de la semi-synthese de la tétracycline en 1953, obtenu a partir de I'hydrogénolyse catalytique
de la chlorotétracycline (découverte en 1948), et dont des traces ont été découvertes dans les

squelettes humains de Nubie soudanaise (112).

50



TS
(66)

‘[e 39 eyuNn)) Bp 0J1oqry 9p ddepe ‘YO V-, 9PIoe,| B SO[NIJ[OW SAUAIQIJIP op uonippe Jed sonudiqo sourrodsoreydd ap suoneiguds sop sonbnsiigjoere) : £ dandry

IJuIxo.Inja
O awdaad 5 0 RO
\ 0 o
N 2 \__/ PN
@ ) o N°H WA @ 0
: N=— T
s WAL ; \fé
H o ¥ S H o)
= i
\mu\z Ji
SOSBUIRIIR]-BI2q SaSEUIR)IR]
$3] ANUOD SIYJUIUIBNE SIOULISISIY- -2]2q S3] ANUOI SQUIWNE SIOUBISTSTY-
saansod aneny[2d nonenuad majep-
WRID 13 SIATRSIU WRID SRR searysod WRID $21Ig)okq SI] AWOI J1Iok SUour
3] IO 2JATIIE, | 2P TOTRNISUISNE ned un STRWI $2AT1ESPU UIRID $2112)08q 2P
19 NpU2)R NANIR, P 21dads- 2IMIBANOD INS[IAW “NPUI]R ANATIR, P a1dadg-
T VOV-L appV
5 ) O
awndyeD © x4 AUIXOIYRD: X7
UONB.IRUIS smal LL{OTLA BY1 EY: St

~

~

/
AN / Vi
2[qI2 B[ J2AL UOSTRI] INR[[IN- SQATIRBQU UIRID) SOLIAOR]
SA[RIMIOI0S0U sarnowmand ameny[ad uonensusd MR- $2[ 2MU0D [qIEJ STEUL
S QUIUIOD 2ABIS UOTJIAJUL, P 20]UAUISNE SIATIRSQU IR1D saanIsod Weln sagloeq
uatwayien) ) mod anorddy- $31I2]0EQ SI[ 21UOI ANV - $2] 21UO0 AIAIIE 2110,
s[oxdiqoys) : x4 awIpIzeya) : X4 aunoreya) : Xq
TONBIIUIT 5o WONRIIUIB o€ WONLIIWIS 50T
sfoxdiqoid) auwpIZeyID sunore)
O, _.OH o. o : v
[s] H o]
HN = N 0 ../z\. T Q o
e & o ]| AL,
s Lﬁ LR & s=ul N ZH‘A Q 5
EN ﬂ\\\ﬁz\b/zf oW ) %\w 7 n\hr\@
o= O\Z
oy L
[e]

sonbrjoiquiue xne 0oue)SISAI J0 sonbroiquuy : g anidey)



Chapitre 2 : Antibiotiques et résistance aux antibiotiques

2.1.2 Antibiotiques synthétiques

Les antibiotiques synthétiques sont entierement produits par des procédés industriels de
synthése chimique. La famille d’antibiotiques des quinolones, par exemple, a ét¢ découverte
de facon inattendue. En effet, le premier représentant de cette classe, le 1,8-naphthyridone a été
obtenu en tant que sous-produit lors de la synthése d’un antipaludique, la chloroquine, dans les
années 1960 (113). La structure des quinolones a été adaptée selon les besoins cliniques et s est
développée selon deux voies paralleles : les naphthyridones (avec le noyau naphthyridine
d'origine du 1,8-naphthyridone) et les fluoroquinolones, qui posséde un atome de fluor en
position 6 et pour lesquelles un atome de carbone remplace un atome d’azote en position § du
noyau naphtyridine (figure 8) (114). Les quinolones font parties des familles d’antibiotiques
les plus prescrites (115).

N N
} ~ ~
N
1.8-Naphthyridine

Naphthyridone Fluoroquinilone

W @ 1ére génération

Fluméquine
Acide nalidixique
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ISR 7

Enoxatlne Ciprofloxacine

i H
£ HN—A N N & £ L.
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= H |
HOW/[NII F o
#
(o] o]
o o

Trovafloxacine Moxifloxacine

Figure 8 : Différents composés de la famille des quinolones, issus du 1,8-naphthyridone

2.2 Mécanismes d’action des différentes classes d’antibiotiques

Les antibiotiques ciblent des fonctions essentielles a la croissance des bactéries, et
agissent par exemple en inhibant des voies métaboliques ou en inhibant la synthése de la paroi

cellulaire, la synthése des acides nucléiques ou la synthése des protéines.
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2.2.1 Antibiotiques inhibant la synthése des acides nucléiques

Les quinolones, famille d’antibiotiques synthétiques dont le premier membre a été
découvert en 1962, ciblent I'ADN gyrase et la topoisomérase IV en se liant a des domaines
spécifiques afin de stabiliser le complexe ADN-enzyme bloquant ainsi la réplication de I'ADN

(116).

La rifampicine est une molécule a large spectre qui appartient a la famille des
ansamycines et qui inhibe la transcription au niveau de son initiation par blocage de ’ARN

polymérase ADN dépendante (117).

222 Inhibition de la synthese des protéines

Le ribosome permet de traduire I'ARN messager (ARNm) en séquence polypeptidique
pour la synthése des protéines de la cellule. Les ribosomes bactériens 70S sont composés de
deux sous-unités, une petite sous-unité 30S et une grande sous-unité¢ 50S (figure 9). Plusieurs

classes d'antibiotiques ciblent la synthése des protéines par le ribosome bactérien.

Polypeptide
émergent

. PTC

Figure 9 : Représentation schématique du ribosome procaryote 70S li¢ a trois ARN de
transfert (ARNt), adapté d’Arenz et Wilson (118)

Le ribosome est constitué de deux sous unités, la sous-unité 30S (jaune), la sous-unité 50S (grise). Il y
a trois sites de liaisons aux ARNt appelés : Site A (ARNt dans le site A en vert), site P (rouge) et site E
(rose). Le site A lie I’ ARNt aminoacylé (portant un acide aminé estérifié), le site P est occupé par I'ARNt
portant le polypeptide pendant I'¢longation ou I'ARNt initiateur lors de l'initiation, alors que le site E est
le site de sortie ou se lie seul ARNt désacylé ou non chargé sortant. Le ribosome porte ¢galement un
centre de décodage (CD) situé dans le site A qui veille a I’exactitude des interactions entre 1’anti-codon
de ’ARNt et le codon de ’ARNm et le centre de peptidyltransférase (PTC) qui catalyse le processus de
formation des liaisons peptidiques.
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Les macrolides, dont les premiers membres ont été découvert a la fin des années 1940,
début des années 1950, sont une famille d’antibiotiques a large spectre (bien que I’activité
contre les bactéries a Gram négatif soit limitée) qui se lient a la grande sous-unité 50S au niveau
du tunnel de sortie du peptide néosynthétisé (119). Les antibiotiques d'origine synthétique
comme les oxazolidinones, développés au début des années 1980, se lient également a la sous-
unité 50S (120), comme le chloramphénicol, isolé en 1947. Cependant, ce dernier est rarement
prescrit a cause de problemes de toxicité, entrainant notamment des problémes d’anémie et

d’anémie aplasique (destruction des cellules précurseurs dans la moelle osseuse) (121).

Les tétracyclines, famille d’antibiotiques a large spectre découverte en 1948, se lient a
la petite sous-unité 30S et bloquent stériquement la reconnaissance du codon d’initiation de

I'"ARNm par l'anticodon de I’ARN chargé (122).

Les aminoglycosides ont été parmi les premiers antibiotiques découverts et utilisés en
clinique. Ce sont des antibiotiques a large spectre qui se lient au site A de la sous unité 30S
permettant a des ARNt non reconnu de se lier et conduisant a une mauvaise lecture de I’ARNm

et a une synthese de protéines défectueuses (123).

223 Inhibition des voies métaboliques

Une des voies métaboliques ciblées est la voie de synthése des folates ou acide folique.

Le blocage de cette voie entraine la mort des cellules par manque de thymine (124).

La dihydrofolate réductase catalyse la réduction de I’acide dihydrofolique en acide
tétrahydrofolique, qui intervient dans de nombreuses réactions biochimiques dont notamment
la synthése de la thymine (125). Le triméthoprime est un inhibiteur compétitif de la
dihydrofolate réductase. C’est I'un des antibiotiques le plus utilis¢é au monde, cependant son

efficacité est souvent limitée par sa faible solubilité dans l'eau et sa toxicité limitant la dose

(126).

La dihydroptéroate synthase produit le 7,8-dihydroptéroate, un intermédiaire dans la
voie de synthése des folates a partir du 6-hydroxyméthyl-7,8-dihydroptéridine pyrophosphate
et de l'acide para-aminobenzoique (pABA) (127). Les sulfamides ou sulfonamides sont des

analogues structurels et des inhibiteurs compétitifs du pABA (128). Ces antibiotiques ont été
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parmi les premiers antibiotiques utilisés jusqu'a la fin des années 1940 lorsque des alternatives

(telles que la pénicilline) sont devenues disponibles (129).

2.2.4 Inhibition de la synthése de la paroi cellulaire

Les antibiotiques ayant un impact sur la paroi cellulaire inhibent la synthése du
peptidoglycane, un composant majeur de la paroi cellulaire des bactéries & Gram positif et a
Gram négatif. Le peptidoglycane a pour fonction principale de préserver 1’intégrité cellulaire
notamment lors de la division cellulaire, tout en servant de point d’ancrage a d’autres
composants cellulaires comme des protéines et I’acide téichoique. Son absence provoque dans

la plupart des cas la mort de la bactérie par lyse cellulaire (130).

2.2.4.1 Synthése du peptidoglycane
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Figure 10 : Antibiotiques ciblant la synthése des peptidoglycanes, adapté de Abrahams et
Besra (131)
Les antibiotiques sont indiqués en rouge.
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La synthéese du peptidoglycane s’effectue en différentes étapes comme présenté dans la
figure 10. Apres la synthése de son précurseur cytoplasmique par les enzymes Mur A, B, C, D,
E et F dans le cytoplasme, le lipide I, associ¢ a la membrane plasmique, est généré par MraY.
Puis, MurG synthétise le lipide II par ajout de GlcNAc au lipide 1. Le lipide II est transloqué
dans le périplasme grace a une flipase qui n’a pas ét¢ totalement identifiée méme s’il semble
admis qu’il s’agirait de MurJ ou de FtsW (131). Du c6té du périplasme, les glycosyltransférases
assemblent et allongent les chaines glycanes (tranglycosilation), et les transpeptidases réticulent
leurs chaines peptidiques (transpeptidation). Finalement, les DD carboxypeptidases éliminent
la D-Ala terminale du peptidoglycane mature (carboxypeptidation) (131,132). Les protéines de
liaison a la pénicilline (PBP) catalysent la transglycosylation, la transpeptidation, voir méme
pour certaines la DD-carboxypeptidation (133). Les antibiotiques mentionnés dans la figure 10

agissent a différents niveaux de la synthése du peptidoglycane.

2.2.4.2 Différents modes d’action des antibiotiques ciblant la synthése du
peptidoglycane

MraY est une enzyme membranaire qui catalyse la premiére étape d’association du
peptidoglycane a la membrane. Il n'y a aucun antibiotique cliniquement approuvé qui cible
cette enzyme mais des nuléosides tels que les tunicamycines, les liposidomycines et les

mureidomycines ont été rapportés comme étant des inhibiteurs compétitifs de MraY (134).

La fosfomycine est un antibiotique a spectre large découvert en 1969 qui inhibe la
synthése du peptidoglycane dans les premieres étapes en se liant de manic¢re covalente au

groupe thiol d'une cystéine du site actif de I’enzyme MurA (135).

La ramoplanine, appartenant a la famille des lipoglycodepsipeptides et agissant contre
les bactéries Gram positives a été découvert en 1984. La ramoplanine inhibe 1'action de MurG

en se liant au lipide I et empéche également la polymérisation des lipides II (136).

Certains glycopeptides, comme la vancomycine (découvert en 1953) et la teicoplanine
(découvert en 1978), se lient a la terminaison D-Ala-D-Ala du pentapeptide apres translocation,
empéchant sa polymérisation. Ces glycopeptides sont des antibiotiques utilisés pour des
infections impliquant des bactéries Gram positives multi-résistantes comme Staphylococcus

aureus ou Enterococcus faecalis (137).
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La moenomycine appartenant a la famille des phosphogycolipides, a été¢ décrite pour la
premiere fois en 1965 et agit en inhibant directement les peptidoglycanes glycosyltransférases
impliquées dans l'avant-dernicre étape de biosynthése de la paroi cellulaire bactérienne (138).
La moenomycine a été largement utilisée comme promoteur de croissance animale mais n’a
jamais €té utilis€ en clinique en raison de ces propriétés physicochimiques, notamment un temps

de demi-vie tres long (139).

2.2.4.3 Les béta-lactamines

Les béta-lactamines, sont des antibiotiques a large spectre, dérivant de la pénicilline et
qui inhibent la synthése de peptidoglycane en se liant aux transpeptidases. De nombreux béta-
lactamines ont été développées ces derniéres années et possedent toutes un noyau béta-lactame
au sein de leur structure moléculaire. Le cycle béta-lactame posséde une homologie structurale
avec I’extrémité D-Ala—D-Ala du peptydoglycane, bloquant ainsi le site actif de I’enzyme PBP
(136), affaiblissant ainsi la paroi de la bactérie et entrainant finalement une cytolyse, c’est-a-

dire la mort de la bactérie par pression osmotique (140).

Cette classe d'antibiotiques se compose d'un grand nombre de composés semi-
synthétiques pouvant étre classés en 4 sous familles, les pénicillines, les céphalosporines, les
monobactames et les carbapénémes. Les cycles et chaines latérales ajoutés au noyau béta-

lactames caractérisent I’appartenance a I’une ou 1’autre des sous familles (figure 11).

Les béta-lactamines représentent la classe d’antibiotiques la plus utilisée avec 65% des
prescriptions d'antibiotiques injectables aux Etats-Unis (141). La sensibilité des bactéries a cette
classe d'antibiotiques varie considérablement suivant l'affinité des peptidases, la stabilité en
présence de béta-lactamases et la perméabilité de la membrane externe dans le cas de bactéries
a Gram négatif (136), les béta-lactamases étant des enzymes qui détruisent la liaison amide du
noyau béta-lactame. Les carbapénémes présentent une stabilité importante par rapport a
’activité béta-lactamase et un spectre d’activité le plus étendu (142). Ils souvent utilisés en tant

qu’antibiotique de dernier recours contre les bactéries Gram négatives multi-résistantes (143).
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Figure 11 : Structures des différentes familles de béta-lactamines, adapté de Bush et Bradford

(141)

Le noyau béta-lactame est indiqué par une fleche rouge
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ADN gyrase

Synthése de la
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Figure 12 : Schéma récapitulatif des différents modes d'action des antibiotiques, adapté de

Lewis (144)

Les familles d’antibiotiques sont indiquées en bleu tandis que leurs modes d’action sont précisés en

jaune.
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3 Genes de résistance aux antibiotiques

Les antibiotiques, dont une liste non-exhaustive a ét¢ mentionnée ci-dessus, présentent
donc plusieurs stratégies d’action contre les bactéries (figure 12). L’émergence des micro-
organismes résistants, voire multi-résistants (c’est a dire présentant une diminution de la
sensibilité vis-a-vis de plusieurs classes d’antibiotiques), entraine une diminution des

possibilités thérapeutiques pour traiter les patients infectés par ce type d’organismes.

La résistance aux antibiotiques est un phénoméne naturel qui se produit lorsque des
micro-organismes sont exposés a des antibiotiques. Sous la pression sélective des antibiotiques,
les bactéries sensibles sont tuées ou inhibées, tandis que les bactéries qui sont naturellement
résistantes ou qui ont acquis une résistance aux antibiotiques ont plus de chances de survivre et
de se multiplier. Les phénomeénes de résistance aux antibiotiques étaient déja présents dans
I’environnement bien avant I’age d’or des antibiotiques (145). Par exemple, D’Costa et son
€quipe ont reconstruit a partir d’une étude métagénomique d’ADN isolé dans des sédiments du
pergélisol béringien vieux de 30 000 ans des geénes codants pour la résistance aux béta-
lactamines. Parmi ces génes, ils ont étudi¢ la structure et la fonction de I'élément de résistance

a la vancomycine vanA et ont montré sa similitude avec les variantes modernes (146).

3.1 Impact des résistances aux antibiotiques

3.1.1 Observation des résistances aux antibiotiques

Les résistances aux antibiotiques ont été observées trés peu de temps aprés leurs

introductions en clinique (tableau 3).

Chaque année, aux Etats-Unis, pres de 3 millions de personnes acquierent des infections
graves engendrées par des bactéries résistantes a un ou plusieurs des antibiotiques destinés a
traiter ces infections. Au moins 35 000 personnes meurent chaque année des suites directes de
ces infections résistantes aux antibiotiques (147). Les durées et colits des traitements sont
¢galement plus importants dans le cas d’infections dues a des bactéries résistantes aux
antibiotiques. Des estimations, en cas d'une augmentation continue de la résistance d'ici 2050,

tablent au niveau mondial sur la mort de 10 millions de personnes chaque année et un coft
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¢valué¢ jusqu'a 100 milliard de dollars (148). L’Organisation Mondiale pour la Santé craint
méme 1’avénement d’une ére post-antibiotiques, dans laquelle les infections courantes et les

blessures mineures pourraient étre fatales (149).

Tableau 3 : Année d’introduction en clinique et d’observation des premiéres résistances,
adapté de Iredell et al.(150)

CTX-M : cefotaximase, IMP : imipenemase, KPC : Klebsiella pneumoniae carbapenemase, MRSA :
meticilline resistant Staphylococcus aureus, NDM : New Delhi métallo béta lactamase, TEM, SHV et
OXA : béta-lactamases, VRE=vancomycine résistant Enterococci, VRSA=vancomycine résistant
Staphylococcus aureus et VIM=Verona integron codant pour une métallo béta-lactamase.

Famille . Année . 2c Anné.e
P ot d'mtro.dl.lctlon Résistance d'obs,ervatlon des
en clinique résistances

CTX-M 1990

IMP 1988

i KPC 1996

13026;:3;1@ : 1941 NDM 2009

Pénicilline O 1971

SHV 1979

TEM 1966

VIM 1997

Glycopeptide : 1955 VRSA 1997

vancomycine

VRE 1989

Colistine 1954 Colistine 1964

Méthicilline 1961 MRSA 1963

Sulfonamides 1937 Sulfonamides 1942

Ciprofloxacine 1983 Ciprofloxacine 1984

Linezoide 1996 Linezoide 2001

Tigecycline 1999 Tigecycline 2005

3.1.2 Bactéries multi-résistantes

De nombreuses bactéries associées aux infections ces derniéres années sont devenues
multi-résistantes. Les agents pathogénes « ESKAPE » pour Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa et Enterobacter spp., mentionnés précédemment sont différenciés des autres agents

pathogenes en raison de leur résistance accrue aux antibiotiques couramment utilisés. Ils sont
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responsables de la majorité des infections nosocomiales et sont capables «d'échapper» a I'action
des antibiotiques (151). Les antibiotiques efficaces contre les organismes « ESKAPE » diminue

d’année en année (152).

De plus, des bactéries qualifiées de « pandrugs resistant » (PDR) c’est-a-dire des
bactéries jugées résistantes a presque tous les antimicrobiens disponibles dans le commerce
sont de plus en plus mentionnées dans la littérature (153). Sur les 81 études examinées par
Karakonstantis et al., 47 (58%) ont été publiées au cours des 5 derniéres années et 526 isolats
d’organismes PDR ont été signalés (154). L'émergence de bactéries multi résistantes a conduit

a la réintroduction d'anciens antibiotiques comme la colistine (155).

Actuellement, les carbapénémes, la colistine et la tigécycline sont utilisés comme
antibiotiques de dernier recours pour traiter des infections bactériennes mortelles. Cependant,

des résistances a ces antibiotiques sont de plus en plus observées ces dernic¢res années (143).

3.1.3 Biofilms et antibiotiques

Les biofilms bactériens contribuent a la persistance d’infections graves en raison de leur
capacité a protéger de ’action des antibiotiques les bactéries qui le constituent. Plusieurs études
ont montré que les mécanismes pour lutter contre les antibiotiques qui seront présentés ci-
dessous, ne sont pas les mémes au sein du biofilm ou au niveau des bactéries sous formes
planctoniques (156,157). En effet, les mécanismes de résistance aux antibiotiques au sein des
biofilms sont (I) une pénétration lente ou incompléte des antibiotiques dans le biofilm (158),
(IT) un microenvironnement chimique altéré dans le biofilm (159) et (III) I’hétérogénéité des
populations (bactéries a croissance rapide ou lente) (160). Quelques études suggerent que le
transfert horizontal de matériels génétiques, qui participent a la diffusion des genes de résistance
au sein des populations bactériennes, serait plus efficace au sein des biofilms par rapport aux

formes planctoniques (161).

3.2 Mécanismes de résistance aux antibiotiques

Différentes stratégies sont employées par les bactéries afin de lutter contre les effets des

antibiotiques. Elles consistent a modifier la perméabilité de la paroi bactérienne, a expulser les
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antibiotiques de la cellule, a modifier de maniére enzymatique 1’antibiotique ou la cible de

celui-ci (ARN polymérase, ribosome).

3.2.1 Imperméabilité aux antibiotiques

La majorité des antibiotiques ont des cibles intracellulaires, impliquant I’entrée de la
molécule dans la bactérie par diffusion a travers la bicouche lipidique de la membrane
plasmique ou a travers des porines, présentes sur la membrane externe des bactéries Gram
négatives. Les béta-lactames et les quinolones, molécules hydrophiles, ne peuvent traverser la
membrane externe que par les porines (162). Il existe différents types de porines classés en
fonction de leur activité (non spécifique, spécifique ou sélective), leur structure fonctionnelle
et leur régulation et expression (163—165). Les bactéries ont développé des mécanismes leur
permettant de bloquer la diffusion de ces antibiotiques comme par exemple une modification
du niveau d’expression des porines, un changement de types de porines exprimées par la
bactérie ou finalement des mutations ou modifications altérant le fonctionnement des porines

(162).

Klebsiella pneumoniae possede principalement deux types de porines OmpK35 et
OmpK36 (qui posséde une taille de canal plus petit). L'expression de ces deux principales
porines est fortement liée a la sensibilité aux béta-lactamines et les souches ou ces deux porines
ne sont pas exprimées présentent des niveaux ¢levés de résistance aux béta-lactamines

(166,167).

322 L’efflux des antibiotiques

Les bactéries possédent des pompes a efflux, capable d’expulser les antibiotiques hors
de la cellule, limitant ainsi I’accumulation des molécules au contact de leurs cibles. Ces pompes
a efflux peuvent étre spécifiques d’une famille d’antibiotiques comme la tétracycline ou la
fosfomycine (pompes a efflux codées respectivement par les genes fef et abaF’) (168), ou avoir
une spécificité envers plusieurs familles d’antibiotiques, et permettant de transporter hors de la
cellule des antibiotiques variés, rendant la bactérie multi-résistante. Il existe 5 grandes familles

de pompes a efflux, qui varient selon leurs conformations structurales, la source d'énergie
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nécessaire, les molécules qui sont expulsées et le type de bactéries dans lesquels elles sont
distribuées : La famille des RND (resistance nodulation division), la famille des MFS (major
facilitator superfamily), la famille des ABC (4TP binding cassette), la famille des SMR (small
multidrug resistance) et la famille des MATE (multidrug and toxic compound extrusion)
(169,170). Les pompes a efflux se rencontrent chez presque toutes les bactéries et a I'exception
des RND que I'on ne trouve que chez les bactéries Gram-négatives, les autres familles de pompe

a efflux se rencontrent chez les bactéries Gram-positives et négatives (171).

323 Altération des antibiotiques

Une des stratégies bactériennes la plus efficace pour contrer I’effet des antibiotiques
consiste a produire des enzymes qui altérent ou qui éliminent les antibiotiques. Trois enzymes
sont principalement impliquées : les béta-lactamases, les enzymes modifiant les aminosides et

les chloramphénicol acétyltransférases

3.2.3.1 Altération chimiques des antibiotiques

Les enzymes modifiant les aminosides (AME) modifient de maniére covalente les
groupes hydroxyles ou aminos de la molécule d'aminoside ou aminoglycoside. Plusieurs AME
ont été décrites a ce jour et elles sont classées selon leur activité catalytique (acétyltransférase,
adényltransférase ou phosphotransférase). Elles sont devenues le mécanisme prédominant de
résistance aux aminosides dans le monde (172). Certaines de ces enzymes ont évolu¢ et
possédent méme plus d'une seule activité. En effet, l'aac(6’)aph(2”), qui se trouve
principalement dans les organismes Gram positifs, est une enzyme bifonctionnelle (activités
d'acétylation et phosphotransférase) conférant une résistance de haut niveau a tous les
aminosides a l'exception de la streptomycine. Elle est largement distribuée au sein des

entérocoques et des staphylocoques (173).

La modification enzymatique du chloramphénicol est principalement due a 1’activité
des chloramphénicol acétyltransférases (CAT). Plusieurs genes codant pour des CAT ont été
décrits et classés en deux catégories (catA et catB), une catégorie entrainant généralement une

forte résistance et I’autre une résistance moindre (174). Cette différence peut s’expliquer par le
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fait que les types A et B présentent une similitude de seulement 10% au niveau de leurs

séquences des acides aminés et présente des structures tertiaires trés différentes (175,176).

3.2.3.2 Elimination de 1’antibiotique

Le principal mécanisme de résistance aux béta-lactamines repose sur la destruction de
ces composés par l'action des béta-lactamases, qui clivent la liaison amide du cycle béta-
lactame, rendant I’antibiotique inefficace. Les génes codants pour les béta-lactamases sont
généralement appelés bla, suivis du nom de I'enzyme spécifique (par exemple blaSHYV). 1l existe
un nombre important de béta-lactamases (plus de 1000 en 2016 (172)) qui sont répertoriées
selon deux systémes de classification, le systtme Ambler (structurel) et le systtme Bush-
Jacoby-Medeiros (fonctionnel). Le systéme de classification Ambler qui sépare ces enzymes en

quatre classes (A,B,C et D) sera décrit ci-dessous (177).

3.2.3.2.1 Classe A d’Ambler

La plupart des enzymes de classe A sont inhibées par l'acide clavulanique. Elles
comprennent une large gamme de protéines possédant différentes activités catalytiques comme
les pénicillinases (TEM-1 et SHV-1) qui hydrolysent uniquement la pénicilline, des EBSL
(Bactéries productrices de béta-lactamases a spectre €largi) qui hydrolysent les pénicillines, les
céphalosporines de 3°™ génération et les monobactames (CTX-M) et finalement les
carbapénémases qui hydrolysent les carbapénémes (KPC, IMI) (172). Initialement rencontrée
chez Klebsiella pneumoniae, KPC est maintenant présente chez de trés nombreuses bactéries a
Gram négatif comme Enterobacter spp., Escherichia coli, Proteus mirabilis, Salmonella spp.

ou Pseudomonas aeruginosa (172).

3.2.3.2.2 Classe B d’Ambler

Les enzymes de classe B sont également connues sous le nom de métallo béta-
lactamases car elles utilisent un ion métallique comme cofacteur lors de I’élimination des
antibiotiques. Elles sont inhibées par la présence d'agents chélateurs d'ions tels que 'EDTA et,

comme les carbapénémases de classe A, ils sont actifs contre une large gamme de béta-
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lactamines, y compris les carbapénémes. Les carbapénémases de classe B les plus importantes
d’un point de vue clinique sont IMP, VIM, SPM et NDM. La prévalence de ces enzymes et leur
identification dans les cas d’infection grave augmentent trés rapidement et ceci dans le monde

entier (178).

3.2.3.2.3 Classe C d’Ambler

Les béta-lactamases de cette classe sont également appelées céphalosporinases. Cette
classe d'enzymes entraine une résistance a toutes les béta-lactames a l'exception des
carbapénemes. AmpC est un des exemples les plus connus appartenant a cette classe d’enzyme

(179).

3.2.3.2.4 Classe D d’Ambler

Les béta-lactamases de la classe D comprennent une large gamme d'enzymes,
initialement différenciées des pénicillinases de classe A en raison de leur capacité a hydrolyser
l'oxacilline (OXA) et leur faible inhibition par I'acide clavulanique. De nombreuses variantes
d'OXA ont été décrites, certaines rencontrées mondialement. De plus, bien que les enzymes de
classe D soient particulicrement répandues chez Acinetobacter baumannii, elles ont été
signalées dans de nombreux autres organismes cliniquement pertinents, tels que Escherichia

coli, Enterobacter spp., Klebsiella pneumoniae et Pseudomonas aeruginosa (180).

324 Altération de la cible thérapeutique

Afin d’éviter ’effet de certains antibiotiques, les bactéries peuvent également altérer
leurs cibles en empéchant I’antibiotique d’atteindre le site de liaison (appelée également
mécanisme de protection de la cible) ou en le modifiant, diminuant ainsi 1’affinit¢ de

I’antibiotique pour celui-ci.

3.2.4.1 Mécanismes de protection de la cible

Les mécanismes de protection de la cible peuvent intervenir au niveau de la fixation des

antibiotiques sur le ribosome ou sur I’ADN gyrase. Dans le cas des mécanismes de résistances
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a la tétracycline, des protéines comme Tet(M) ou Tet(O) appartenant a la superfamille des
GTPases, agissent comme des homologues des facteurs d'é¢longation utilisés dans la synthése
des protéines (181). Ils interagissent avec le ribosome et délogent la tétracycline de son site de

liaison (182).

Dans le cas des mécanismes de résistances aux quinolones, le pentapeptide Qnr agit
comme un homologue de I'ADN et entre en compétition avec celui-ci au niveau du site de sa
liaison a 'ADN gyrase et a la topoisomérase IV. Ceci diminue ainsi les probabilités de former
et stabiliser le complexe ADN-quinolone clivé par la gyrase, complexe qui est 1étal pour la

bactérie (183).

3.2.4.2 Mécanismes de modification de la cible

Les mécanismes de modification de la cible peuvent consister en des mutations
ponctuelles dans les génes codant pour le site ciblé par les antibiotiques, des altérations
enzymatiques du site de liaison, comme par exemple, I’addition de groupes méthyle et le

remplacement ou le contournement de la cible d'origine (184).

3.2.4.2.1 Mutations ponctuelles

Plusieurs exemples de mutations ponctuelles peuvent étre cités. Dans les cas de
résistances aux rifampicines, une mutation ponctuelle au niveau du geéne rpoB est observée,
réduisant 1’affinité de I’antibiotique pour sa cible. La rifampicine se lie a la sous unité béta de
I’ARN polymérase, codée par le géne rpoB. Dans les cas de résistances aux oxazolidinones et
plus particulierement pour les linzolides, une mutation ponctuelle dans le domaine V de ’ARN
23S qui intervient dans la formation de la sous unité 50S du ribosome est notamment observée,

résultant en une diminution de 1’affinité de 1’antibiotique pour la cible (117).

3.2.4.2.2 Altérations enzymatiques

Dans les cas d’altérations enzymatiques de la cible, 1'un des exemples le plus documenté
est la méthylation du ribosome catalysée par une enzyme codée par les génes erm (erythromycin
ribosome methylation), qui se traduit par une résistance aux macrolides. En effet, la liaison de

la molécule antimicrobienne a sa cible est altérée et l'expression des genes erm confere
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¢galement une résistance croisée a d’autres antibiotiques comme les lincosamides et les

streptogramine B (185).

3.2.4.2.3 Remplacement de la cible

Dans les cas de remplacement de la cible, les bactéries sont capables de développer de
nouvelles cibles qui accomplissent des fonctions biochimiques similaires a la cible d'origine

mais ne sont pas inhibées par I’antibiotique.

Comme mentionnée précédemment, les béta-lactames perturbent la synthése de la paroi
cellulaire par l'inhibition des PBP. La résistance a la méthicilline chez Staphylococcus aureus
s’effectue par 'acquisition d'un geéne étranger, mecA, qui code pour le PBP2a (Penicillin binding

protein 2a), un PBP qui a une faible affinité pour les béta-lactamines (172).

La résistance a la vancomycine chez les entérocoques s’effectue a travers 'acquisition
d'un groupe de génes van, codant pour une machinerie biochimique qui modifie la synthése du
peptidoglycane soit en modifiant le dernier D-Ala en D-lactate (diminuant 1’affinité de
I’antibiotique d’un facteur 1000) ou en D-sérine (1’affinité est beaucoup moins affectée que
dans le cas préceédent), ou encore en détruisant les précurseurs de terminaison D-Ala-D-Ala

pour empécher la vancomycine de se lier a ceux-ci (186).

Dans le cas des antibiotiques agissant sur la voie de synthése de 1’acide folique,
différentes stratégies peuvent étre mises en place par la bactérie. En plus de mutations dans les
genes induisant une modification des enzymes comme la dihydrofolate réductase, des mutations
peuvent apparaitre dans la région promoteur du gene codant cette enzyme, aboutissant a une
surexpression du géne et a une quantité accrue d’enzyme empéchant 1’inhibition de la voie par

les antibiotiques (187).

Les différents mécanismes de résistances évoqués précédemment sont résumés figure 13.
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3.3 Localisation des génes de résistance

3.3.1 Résistances codées par le chromosome

Les mécanismes de résistances aux antibiotiques des bactéries peuvent étre naturels ou
intrinseques a celle-ci. C’est alors un caractere stable, qui touche toutes les bactéries de I’espece
considérée et est transmis a la descendance (transfert vertical) avec pour support génétique le
chromosome bactérien. C’est le cas par exemple du géne de résistance a la vancomycine (188)
ou a I'imipeneme (blalMI) (142). Les bactéries peuvent également acquérir de nouveaux
mécanismes de résistance par mutation ou par transfert de géne horizontal. En raison de la
pression de sélection imposée par 1’utilisation des antibiotiques, des mutations peuvent
apparaitre au sein d une population. Ces mutations ponctuelles peuvent aboutir a des altérations
du site actif de I’enzyme comme dans le cas du geéne blaSHV par exemple, entrainant dans
certains cas une modification de I’affinité pour certains substrats. Ramdani-Bouguessa et al. ont
montré que I'enzyme SHV-99 posséde une affinité plus élevée que SHV-1 pour l'aztréoname

suite a la substitution d’une asparagine par une glycine (Asp104->Gly) (189).

332 Transferts horizontaux de matériel génétique

Les transferts horizontaux de matériels génétiques permettent la diffusion rapide des
résistances aux antibiotiques et constituent une menace importante dans les cas d’infection pour

I’Homme, du fait de leur expression et leur diffusion accrues.

3.3.2.1 Les plasmides

Les plasmides sont des molécules d'ADN circulaires qui se répliquent indépendamment
du chromosome bactérien (initi¢ a partir d’une région appelée site ORI) et qui sont capables
d’étre transférés horizontalement entre les bactéries par conjugaison. Au cours de la
conjugaison, du matériel génétique est transféré d’une bactérie donneuse a une bactérie
receveuse par I’intermédiaire d’un pilus, appendice se situant majoritairement a la surface des
bactéries Gram négatives (190). Les plasmides peuvent conférer a leur hote des aptitudes qui
dans certains cas leur donnent un avantage sélectif, comme la résistance a un antibiotique et

seront conservé dans la population (191). 1l existe une grande variété de plasmides qui différent

selon les apports a leur hdte ou les mécanismes qui les maintiennent dans la population. Il existe
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par exemple des mécanismes permettant de controler le nombre de copies au sein de la bactérie
et assurer leurs répartitions au cours de la division cellulaire (192). Certains plasmides ne se
répliquent que dans certains taxons bactériens proches, tandis que d'autres peuvent se répliquer

au sein de genres bactériens assez divers (193).

Les plasmides jouent un role clé dans la dissémination des génes de résistance parmi les
pathogenes cliniques, participant a I’émergence des bactéries multi-résistantes. Un exemple est
le géne de résistance ampC. 1l est codé sur les chromosomes de nombreuse Enterobacteriaceae
mais sont souvent mal exprimés, conduisant a peu ou pas de résistance phénotypique (194).
Cependant, la diffusion d’AmpC et son activité sont considérablement augmentées lorsque le
gene est localisé sur un plasmide (195). Ces transferts ont notamment lieu au sein du microbiote

intestinal des patients (196).

I1 existe différents types de plasmides : les plasmides conjugatifs ou autotransférable qui
codent pour I’ensemble des processus entrant en jeux lors de la conjugaison, les plasmides
transférables qui ne peuvent diffuser par conjugaison qu’en présence d’un plasmide conjugatif
et finalement les plasmides dit non mobilisables. Smillie et al., dans leur étude, ont observé que

seulement la moitié¢ des plasmides seraient en fait transmissible (197).

3.3.2.2 Les transposons

Les transposons sont des éléments mobiles d'ADN capables de se transférer entre un
chromosome et un plasmide ou entre deux plasmides au sein de la méme cellule. Les
transposons jouent également un role important dans la dissémination des résistances. Un
exemple connu est 1’apparition au cours des années 1970 de la résistance aux pénicillines au
sein des genres Haemophilus et Neisseria, alors que toutes ces bactéries étaient préalablement
sensibles aux pénicillines. Cette résistance serait di a l'arrivée, probablement par
transformation, c’est-a-dire l'intégration d'un fragment d'ADN étranger dans une cellule, d'un

plasmide portant le transposons Tn3 qui code pour I’enzyme TEM. (198,199).

Les geénes codants les enzymes CTX-M, qui sont répartis en 4 grands groupes, étaient
initialement rencontrés sur le chromosome des bactéries environnementales appartenant aux

genres Kluyvera spp. (200). Ils sont maintenant associés a des transposons pouvant se trouver
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sur un trés grand nombre de plasmides différents, participant ainsi a sa diffusion massive et

rapide (172).

3.3.2.3 Les intégrons

Une cassette de génes est un petit ¢lément mobile (0,5 a 1 kb) constitué d'un a deux
genes. Les cassettes de geénes peuvent exister sous forme circulaire libre mais non réplicative
mais elles se trouvent généralement insérées dans un intégron en suivant une orientation précise
permettant I’expression des genes la composant. Incapables d'autoréplication, les intégrons sont
obligatoirement portés par un plasmide ou un chromosome. Plusieurs cassettes peuvent se
retrouver dans un intégron, participant a la résistance a plusieurs antibiotiques. Les intégrons
sont répartis en différentes classes qui varient en fonction de la nature des génes codant pour
l'intégrase. Une grande variété de cassettes de génes contenant des génes de résistance a été
identifi¢e. C’est par exemple le cas de celles portant des génes codant pour des béta-lactamases

ou des AME (193).

Les enzymes de type VIM (Verona integron-encoded metallo beta-lactamase ), décrites
pour la premiére fois a la fin des années 1990 chez Pseudomonas aeruginosa se sont depuis
propagées dans le monde entier et au sein de nombreuses especes bactériennes différentes,

notamment grace a leurs associations avec des intégrons de classe 1 (201).

3.4  Facteurs favorisant I’augmentation et la propagation des résistances aux antibiotiques

3.4.1 Surconsommation d’antibiotiques

La surutilisation des antibiotiques mais aussi leur utilisation de maniére inappropriée,
tout comme I’automédication, c’est-a-dire la prise de médicament sans avis médical, joue un
role important dans l'augmentation du nombre d’agents pathogenes résistants aux antibiotiques
ces dernieres années (202). L utilisation répandue des antibiotiques entraine une forte pression
de sélection sur les bactéries avec une diffusion rapide des génes de résistance au sein des
populations. Par exemple, au cours de ces derniéres années, un changement dans la population
de Salmonella typhi a été observée avec la prolifération rapide et étendue de I’haplotype H5S,

multi-résistant aux traitements de premicres lignes comme les fluoroquinolones (203).
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En plus du domaine médical, les antibiotiques sont également largement utilisés dans
I’industrie agroalimentaire. Par exemple, 80% (en masse) de la consommation totale
d'antibiotiques aux Etats-Unis est réalisé par les animaux d’¢élevages (204). De plus, 52% des
antibiotiques vendus a l'industrie alimentaire américaine sont également utilisés comme actifs
thérapeutiques chez 1'Homme (205). Seuls les carbapénémes, les streptogramines et les
glycopeptides ne sont utilis€s que pour les traitements chez I'Homme (206). L’utilisation
d'antibiotiques comme promoteurs de croissance, c’est a dire comme des substances
anabolisantes permettant d’accroitre la masse musculaire a des fins d’amélioration de
performances physiques et/ou économiques (207) a été compleétement interdit en Europe depuis
2006, mais reste une pratique courante dans plusieurs pays, notamment aux Etats-Unis (208).
Les antibiotiques sont également utilisés dans le domaine de I’agriculture. La streptomycine est
ainsi utilisée afin de prévenir le feu bactérien, une maladie touchant notamment les pommiers

et poiriers, et causée par une bactérie nommée Erwinia amylovora (209).

34.2 Diffusion des antibiotiques chez I’humain

Des bactéries résistantes ou multi-résistantes sont observées au sein du microbiote
intestinal. Le résistome qui se définit comme l'ensemble des genes de résistance a un ou
plusieurs antibiotiques donnés dans un environnement donné, est établi a la naissance ou dans
les premiers mois. Moore et ses collegues ont signalé la présence de genes de résistance a 14
sur 18 antibiotiques testés, dans un échantillon de 22 nourrissons et enfants en bonne santé sans

exposition préalable aux antibiotiques (210).

Ces résistances pourraient étre acquises de différentes facons. Des bactéries résistantes
exogenes (c’est-a-dire se trouvant en dehors de 1’hdte) peuvent étre acquises par celui-ci et
coloniser I'épithélium intestinal. Des bactéries précédemment sensibles peuvent devenir
résistantes suite a I’apparition de mutants résistants (par exemple suite a des pressions de

sélection) ou suite a des transferts d’éléments génétiques mobiles (196).

Hu et al. tout comme Forslund et al. ont montré les possibles liens entre les génes de
résistance aux antibiotiques présents dans le microbiote intestinale et l'utilisation massive
d’antibiotiques (211,212). Cependant, d’autres phénomeénes peuvent rentrer en jeu comme la
co-s¢lection des geénes de résistance avec les métaux. En effet, les génes de résistance aux

métaux et aux antibiotiques se retrouvent souvent sur un méme plasmide, pouvant jouer un role

73



Chapitre 2 : Antibiotiques et résistance aux antibiotiques

important dans le maintien et la prolifération des résistances aux antibiotiques. Ces métaux
lourds sont présents dans I’environnement (213) mais peuvent également se retrouver chez

I'homme (214).

Finalement, 1'utilisation d'antibiotiques chez les animaux peut contribuer a 1'émergence
de résistance aux antibiotiques chez les humains, notamment au travers de la chaine alimentaire

(215).

343 Diffusion des antibiotiques dans I’environnement et les élevages

Ces antibiotiques peuvent se retrouver dans I’environnement, notamment dans 1’eau.
Dans un premier temps, les antibiotiques peuvent étre rejetés dans I'environnement au travers
des usines de traitement des eaux usées. En effet, les antibiotiques ne sont que partiellement
métabolisés a I’intérieur du corps humain et les métabolites résultant peuvent conserver leur
activité antibiotique (216,217). Pour certains antibiotiques tels que les béta-lactames ou les
quinolones par exemple, leurs excrétion, c’est-a-dire leurs rejet hors de 1’organisme apres
administration, dépasse généralement les 50% de la dose administrée (218). Ces métabolites ne
sont pas toujours ¢liminés au sein des usines de retraitement des eaux usées et peuvent se
retrouver dans les eaux traitées qui rejoignent les rivieres ou les boues d’épuration qui seront

¢pandues (219,220).

Comme chez I’homme, des antibiotiques partiellement métabolisés, administrés aux
animaux d’élevages, peuvent se retrouver, via les excrétions, rejetés dans les lisiers et atteindre
les eaux de surfaces (221). L'eau qui circule au niveau des sols et contenant potentiellement des
antibiotiques participe a la dissémination dans ’environnement des résistances aux
antibiotiques. Dans le sol, la ciprofloxacine peut persister pendant plus de 90 jours avec une

dégradation minime et un effet important sur la résistance des micro-organismes présents dans

le sol (218).

Les eaux de surface peuvent également étre des sources d’eau potable pour la
population. Ranjbar et Sami ont évalué la présence d'Escherichia coli productrice de béta-
lactamase a spectre étendu dans les eaux de surface en I'Iran. Un total de 38,5% des Escherichia
coli isolées ont été déterminées comme étant des souches productrices de béta-lactamase a

spectre étendu (222).
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I1 est difficile de déterminer exactement I’impact de la présence des antibiotiques sur les
bactéries présentent dans les sols et le développement de bactéries résistantes. Cela dépend de
trés nombreux facteurs tels que la concentration en antibiotique, sa biodisponibilité, la nature
de I’environnement (eau, boue d’épuration, sol) ou la mobilité des bactéries (223-225).
Cependant, Girardi et al. ont montré I’apparition du géne de résistance gnrsS chez des bactéries
dans un sol traité par la ciprofloxacine, apres 14 jours d’exposition (226). De nombreux genes
de résistance observés chez les agents pathogenes en clinique ont pour origine les organismes
présents dans les sols ou microbiote environnemental. En effet, dans des conditions appropriées,
qui reste encore a définir en détail, ces geénes de résistance peuvent éventuellement étre
transférés a des micro-organismes pathogeénes via un transfert horizontal d’¢léments mobiles

(227).

Une des résistances actuellement surveillée est la résistance a la colistine. Cet
antibiotique est utilisé depuis de nombreuses années en médecine vétérinaire pour la prévention
des maladies infectieuses et en tant que promoteur de croissance. Cet antibiotique a également
¢été réintroduit en clinique, souvent en tant que médicament de dernier recours. La prévalence
globale de cette résistance dans les isolats cliniques et encore assez faible mais elle a fortement
augmenté ces derniéres années (228). Avant 2015, tous les mécanismes de résistance a la
colistine observés étaient codés sur le chromosome (gene mcr-1). Apres 2015, les premiers cas
de résistance a la colistine médi¢e par les plasmides ont été observés. Au vue des risques
potentiels de sélection de résistance a la colistine chez I’Homme, 1’Agence Européenne du
Médicament a notamment recommandée en juin 2016 , une réduction de 65% de 1’usage de la

colistine en Europe (229).

Les connections entre les antibiotiques en médecine vétérinaire et humaine et

I’environnement sont schématisées dans la figure 14.
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Figure 14 : Connections entre les antibiotiques en médecine vétérinaire, humaine et
I’environnement

3.5 Recherche de nouveaux médicaments

Avec la diminution de la découverte de nouvelles classes d’antibiotiques et le
développement de la biologie moléculaire, une nouvelle stratégie basée sur la génomique a été
adoptée dans les années 1990. Des séquences du génome de souches pathogeénes et non
pathogenes sont comparées, afin d’identifier de nouvelles cibles essentielles a la survie des
agents pathogénes. Une fois leurs nécessités démontrées, la cible est clonée, surexprimée et
incorporé dans un test de criblage a haut-débit afin de rechercher des agents de liaison a partir
de bibliothéques de composés chimiques. Cependant, plusieurs limites a cette approche ont pu

étre observées (99).

En effet, du fait de la faible perméabilit¢ des membranes bactériennes, certains
inhibiteurs potentiels sont incapables d’atteindre leurs cibles. De plus toutes les cibles n'ont pas

pu étre facilement clonées, purifiées et incorporées au criblage in vitro. Finalement, aucun
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nouvel antibiotique n’a été découvert avec cette méthode et un retour a un criblage des bactéries

suivant la méthode employé par Waksman au cours de 1’age d’or des antibiotiques est proné

(103,107).

Cette méthode de criblage se déroule en plusieurs étapes (99) :

- Test de susceptibilité aux antibiotiques : Evaluation des interactions entre des
potentiels antibiotiques et des micro-organismes.

- Vdérification de la toxicité : Vérification de la toxicité d’un candidat par des tests
sur des cellules humaines.

- Identification et caractérisation du mode d’action : Utilisation des techniques
moléculaires et d’outils de génomique pour identifier la cible d’un candidat ou son
mode d’action.

- Optimisation et développement pré-clinique : Amélioration (1) du spectre
d’activité, (2) de la toxicité et (3) de la pharmacocinétique (devenir de I’antibiotique
dans I’organisme) et de la pharmacodynamique (action de I’antibiotique sur

I’organisme)

Des études préalables peuvent étre réalisées afin de restreindre la liste des potentiels
candidats a tester. Ainsi, 303 génes ont été définis comme étant essentiel a la culture sur des
milieux riches tandis que 258 geénes supplémentaires ont été jugés essentiels dans les cas de
conditions de stress telles que la privation de nutriments dans des mod¢les in vitro. La validité
de ces geénes en tant que cibles a ensuite été confirmée in vivo a travers des approches de
mutagénése de certains pathogénes. Ceci a permis de révéler plusieurs génes candidats ayant
un réle au niveau de la virulence, de la réponse au stress bactérien, de la biosynthése des

nutriments ou encore dans les fonctions d'attachement médiées par les pili (230,231).
Au-dela des antibiotiques, des alternatives thérapeutiques comme des anticorps

thérapeutiques, des probiotiques, des bactériophages ou des peptides antimicrobiens ou

antibiofilm sont également envisagées et étudiées (232,233).
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4 Méthodes de diagnostic actuellement employées pour les résistances aux antibiotiques

Afin d’identifier les éventuelles résistances aux antibiotiques présentent au sein d’un
pathogene issu d’un échantillon clinique, un antibiogramme est réalisé. Il consiste a déterminer
la sensibilité¢ et la résistance aux antibiotiques d’une bactérie a ’origine d’un processus
infectieux. Il permet de classer les souches et de guider le clinicien dans le choix de

I’antibiotique / des antibiotiques a utiliser.

La diffusion en milieu gélosé permet de mesurer des diametres d’inhibition de la
croissance d’une bactérie autour d’un disque imprégné d’antibiotique et de les comparer a des
diametres critiques. Une pastille de papier contenant une quantité fixée d’antibiotique est
déposée a la surface d’une gélose (figure 15). L’antibiotique diffuse ensuite du papier vers la
gélose verticalement et horizontalement créant ainsi un gradient de concentration homogene
décroissant du bord de la pastille vers I’extérieur. Au cours de la croissance de la bactérie a
tester, préalablement ensemencée, des halos d’inhibition de la croissance se forment autour des
pastilles. Des droites de concordances spécifiques a un antibiotique donné permettent a partir
du diamétre de ces halos de déduire la concentration minimale inhibitrice (CMI) ¢’est-a-dire la
plus petite concentration d’antibiotique qui inhibe toute culture visible d’une souche

bactérienne apres 18 heures de culture a 37°C (234).

Si la CMI mesurée est en dega de la concentration critique basse, la souche est décrétée
sensible, si elle est supérieure a la concentration critique haute, elle est décrétée résistante et
entre les deux, elle est intermédiaire. Ces concentrations critiques sont répertoriées dans des
documents de référence comme ceux établis par le Comité de ’antibiogramme de la Société

Frangaise de Microbiologie (235).

En plus des tests sur milieux solides avec des disques imprégnés, la CMI peut étre
¢galement déterminée avec des bandelettes imprégnées d'un gradient continu de 1'antibiotique
a tester (figure 15) comme I’Etest® (bioM¢érieux, France), ou lors de la mise au contact d’un
inoculum bactérien standardisé avec des concentrations croissantes d’antibiotiques en milieu
liquide. Finalement la CMI peut étre aussi déterminée avec les automates présentés dans le

chapitre 1 par le biais des « cartes d’antibiogramme » communes ou non avec celles de
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I’identification de I’isolat cliniques. Ces cartes sont constituées d’une série de puits réactionnels

contenant différentes dilutions d’un antibiotique donné (236).

Figure 15 : Réalisation d’un antibiogramme avec A : une diffusion sur milieux gélosés de
disques imprégnés d’un antibiotique, B : des bandelettes imprégnées d’un gradient continu
d’antibiotique (237)

Afin de limiter les délais actuels nécessaire pour I’identification des pathogenes et de
leurs potentiels mécanismes de résistances aux antibiotiques, des méthodes alternatives

présentées dans le chapitre 3 sont développées.
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1 Meéthode de diagnostic suite a une hémoculture

A ce jour, les systémes d'hémoculture automatisés restent prépondérants pour la
détection du ou des agent(s) pathogene(s) impliqué(s) dans le sepsis, méme si ces hémocultures
présentent quelques limites, évoquées dans le chapitre 1. Des méthodes alternatives ont été
développées pour diminuer les délais entre I’obtention d’un résultat positif en hémoculture et
le rendu d’un diagnostic. En effet, il faut généralement un délai de 3 a 5 jours avant que le
traitement empirique et a large spectre donné aux patients soit restreint et totalement adapté au
pathogene identifié, or ces délais peuvent étre impliqué dans 1’observation d une mortalité plus

¢levée et 1'émergence de résistances aux antibiotiques (238).

L’ensemble des performances des tests présentés ci-dessous sera présenté dans le

tableau 7.

1.1 Geéne codant pour I’ARN 16S

De nombreux tests se basent sur I’amplification de régions conservées de I’ADN comme
le géne codant pour ’ARN 16S. Ce geéne qui code pour un des €léments de la sous-unité¢ 30S
du ribosome bactérien est largement présent chez toutes les especes bactériennes, ce qui fait du
gene codant pour I’ARN 16S une cible pour les études phylogénétiques et la taxonomie (239).
Ce gene, dont la taille est d’environ 1550 pb, est composé de régions variables et conservées.
Neuf régions nommées V1 a V9 et dites « hypervariables» sont communément admises (240).
Ces régions présentent une grande diversité de séquences et peuvent Etre utilisées pour
l'identification de différentes bactéries ou genres bactériens (241). Le nombre de copies du gene
codant pour I’ARN 168 au sein des bactéries dépend du genre ou de I’espece. Entre une a quinze
copies, présentes chacune au sein d’un opéron différent, peuvent étre retrouvées chez un
individu avec parfois des différences au niveau de la séquence du gene entres ces différentes

copies (242,243).

Plusieurs tests de diagnostic présentés ci-dessous ciblent le géne codant pour I’ARN

16S pour I’identification des pathogenes.
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1.2 Amplification des acides nucléiques et étape de post amplification

En plus de DI’amplification des acides nucléiques, il existe une étape de post-
amplification pour compléter I’identification des pathogénes comme le séquencage des

amplicons ou I’utilisation de biopuce.

1.2.1 qPCR ou PCR en temps réel

Des plateformes analytiques telles que le GeneXpert® (Cepheid, Etats-Unis) ou le
BDmax™ (BD Diagnostics, Canada) sont des plateformes permettant de réaliser I’ensemble des
¢tapes nécessaires a un diagnostic : une extraction des acides nucléiques suivie de leur
amplification par PCR en temps réel (qPCR). Le test Xpert” MRSA/SA BC (Cepheid, Etats-
Unis) permet de détecter trois cibles, les genes spa, mecA et la cassette SCCmec qui sont
nécessaires pour l'identification des Staphylococcus aureus résistants a la méthicilline. Le BD
MAX™ StaphSR Assay (BD Diagnostics, Canada) permet d’identifier et de différencier les

Staphylococcus aureus sensibles et résistants a la méthicilline (244).

Ces plateformes sont robustes et le temps de manipulation reste minimal. Cependant

elles restent chéres a 1’achat.

1.2.2 PCR multiplexe nichée suivie d’une analyse de la courbe de fusion de I'ADN

Biofire" (FilmArray" (Biomérieux, France) permet I’identification de 6 bactéries Gram
positives (Staphylococcus aureus, Enterococcus spp., Listeria monocytogenes, Streptococcus
pyogenes, Streptococcus agalactiae et Streptococcus pneumoniae), 10 bactéries Gram
négatives (Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenzae,
Neisseria meningitidis, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Klebsiella oxytoca, Proteus
spp., Serratia marcescens et Enterobacter cloacae complex), 5 espéces de Candida et des génes
de résistance mecA, vanA, vanB et blaKPC (245). Une extraction de I’ADN, une amplification
par PCR nichée ("nested PCR") et analyse de la courbe de fusion de I'ADN sont effectuées en

une heure au sein d’un environnement fermé appelé une cassette, (figure 16).
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La PCR « nichée » s’effectue en deux étapes (deux PCR) successives. Une premiére
PCR permet d’amplifier toutes les cibles du panel. La deuxiéme PCR permet I’amplification de
chaque cible individuellement a 1'aide d'un couple d'amorces situées a l'intérieur du produit de
la premi¢re PCR. De nombreuses évaluations et comparaisons avec d’autres technologies ont
été effectuées pour ce test (246-248). Au cours de la PCR, un marqueur fluorescent sensible a
I’hybridation de I'ADN, le LCGreen®, est incorporé dans les amplicons d'ADN au fur et a
mesure de leur synthése et ¢’est la fluorescence issue du complexe ADN double brin LCGreen®

qui est détectée (249).

Figure 16 : Cassette du test FilmArray® (245)

Ce test peut étre réalisé avant les résultats de la coloration de Gram. Cependant, un faible

nombre de genes de résistance sont identifiés.

1.2.3 PCR multiplexe suivie d’une détection par eSensor (GenMark, Etats-Unis)

La plateforme ePlex™ (GenMark, Etats-Unis) est un systéme automatisé fonctionnant
avec des cassettes. Contrairement au test FilmArray, une coloration de Gram apres
I’hémoculture positive est au préalable nécessaire afin de savoir qu’elle option disponible sur

cette plateforme sera testée. Le test pour les bactéries Gram négatives (BCID-GN) permet
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d’identifier 21 cibles, 6 geénes de résistance et un « Pan-GP » et « Pan-Candida ». Le test pour
les bactéries Gram positives (BCID-GP) permet d’identifier 20 cibles, 4 génes de résistance,
ainsi que « Pan-GN » et « Pan-Candida ». Les 3 cibles « Pan-GN, Pan-GP et Pan Candida »
permettent d’identifier des infections mixtes a Gram positif et a Gram négatif. Et finalement, le

test pour les champignons (BCID-FP) permet d’identifier 16 champignons (tableau 4) (250).

Tableau 4 : Liste des cibles détectées dans chacun des trois panels disponibles 