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Résumé 
 

Titre : Dévelopement de tests rapides pour la détection des béta-lactamases 

 

La lutte contre les bactéries multi-résistantes aux antibiotiques (BMR) représente un 

des plus grands défis auxquels doivent faire face nos sociétés actuelles. Le nombre 

d’infections causées par des BMR étant en nette augmentation dans le monde entier, celles-

ci représentent un enjeu crucial de santé publique.  

L'un des principaux mécanismes de résistance mis en place par les bactéries est la 

production de béta-lactamases, enzymes hydrolysant les antibiotiques de type béta-

lactamine. Pour lutter efficacement contre la dissémination de bactéries produisant ces 

enzymes et fournir un traitement approprié aux patients, il est essentiel de pouvoir détecter 

rapidement les béta-lactamases. 

Dans ce contexte, le projet de cette thèse est de développer deux nouveaux tests 

bandelettes permettant de détecter l’activité enzymatique de ces enzymes. Ils détecteront 

l’hydrolyse de deux classes de béta-lactamines : les céphalosporines et les carbapénèmes.  

Ces tests seront basés sur l’utilisation d’anticorps monoclonaux spécifiques de ces 

deux classes d’antibiotiques. Ces travaux de thèse impliqueront la production, la sélection et 

la caractérisation de ces anticorps. Les tests développés seront transférés à un industriel et 

validés avec différentes souches bactériennes produisant différentes béta-lactamases dans 

différents échantillons biologiques (hémocultures, urines, écouvillons rectaux). 

 

Mots clés : Diagnostic, Antibiorésistance, Test immunochromatographique à flux latéral 
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Tampon de migration : Tris/HCl 0,1 M pH 8,0 + NaCl 0,15 M + BSA 0,1 % + Tween 20 0,5 

% + CHAPS 1,0 % + Azide de sodium 0,01 % 

 

Tampon EIA-PVP : Phosphate de potassium 0,1 M pH 7,4, NaCl 0,15 M, PVP 0,1 %, Azide 

de sodium 0,01 % 

 

Tampon de lavage : Phosphate de potassium 10 mM pH 7,4 + Tween 20 0,05 % 

 

Tampon OCTET : Phosphate de potassium 0,1 M pH 7,4 + NaCl 0,15 M + PVP 0,1 % + Tween 

20 0,02 % + Azide de sodium 0,01 %  

 

Tampon de lyse : Tris/HCl 0,1 M pH 8,0 + NaCl 0,15 M + BSA 0,1 % + Tween 20 0,5 % + 

Brij-O10 0,6 % (dans CAPS 0,4 M pH = 11,7) + Azide de sodium 0,01 % 

 

Tampon de migration modifié : Tris/HCl 0.1M pH 8,0 + NaCl 0,15 M + Caséine 0,1 % + 

Tween 20 0,5 % + CHAPS 1% + Azide de sodium 0,01 %   

 

Tampon de lyophilisation : Phosphate de potassium 0,1 M pH 7,4 + NaCl 0,15 M + BSA 0,1 

% + Azide de sodium 0,01 % + Sucrose 1 % + Tréhalose 1 % 
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Chapitre I : La bactérie, un être unicellulaire 

 

 Entre 1674 et 1687, Anton Van Leeuwenhoek, grand amateur de loupes et instruments 

d’optique, découvre et décrit le monde microbien. Suite à de nombreux travaux, deux 

principales catégories ont été définies (1) :  

- Les eucaryotes possédent un noyau, des chromosomes, un appareil de mitose et une 

structure cellulaire complexe. 

- Les procaryotes possédent un chromosome unique sans noyau et une structure 

élémentaire. 

 

I.1. Les procaryotes 

 

 Pendant de nombreuses années, les procaryotes ont été représentés uniquement par 

les bactéries. Avec le développement des méthodes de biologie moléculaire et l’étude du 

gène de la petite sous-unité 16S du ribosome, il a été possible de différencier au sein des 

procaryotes deux domaines : les archées et les bactéries (2). Malgré des ressemblances 

morphologiques, de nombreuses divergences ont été observées sur les mécanismes de 

transcription de l’acide désoxyribonucléique (ADN) (hélicases, polymérases…) et de 

traduction de l’acide ribonucléique (ARN) (facteurs d’élongation…). Chacun de ces trois 

domaines sont donc distincts les uns des autres avec des caractéristiques propres décrites 

dans le Tableau 1 (3).  

 Tableau 1 : Les differences de caractéristiques entre les bactéries, les archées et les 

eucaryotes. 

Adapté de Tan C. et al. (3). 

Caractéristiques Bactéries Archées Eucaryotes 

Liaison carbone des lipides Ester Ether Ester 

Organisation tête phosphate des lipides Glycérol-3-phosphate Glycérol-1-phosphate Glycérol-3-phosphate 

Métabolisme Bactérien Similaire aux bactéries Eucaryote 

Noyau Non Non Oui 

Organites cellulaires Non Non Oui 

Réplication de l’ADN Bactérien Similaire aux eucaryotes Eucaryote 

Mécanisme de transcription de l’ADN Bactérien Similaire aux eucaryotes Eucaryote 

Traduction de l’ARN (facteurs 

d’élongation) 
Bactérien Similaire aux eucaryotes Eucaryote 

Forme du chromosome Principalement circulaire Circulaire Linéaire 

Pathogène Oui Non Oui 
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Le sujet de cette thèse étant la détection de l’antibiorésistance chez les bactéries, seul 

le domaine des bactéries est abordé dans la suite de cette introduction. 

 

I.2. La cellule bactérienne  

 

 Une bactérie est un micro-organisme unicellulaire procaryote, avec une taille variable 

de 1 à 10 micromètres (µm). Elle est donc uniquement observable au microscope (optique, 

électronique ou atomique) sous la forme d’une cellule unitaire, comme représenté en Figure 

1 (4). Ce micro-organisme étant dépourvu de noyau, le matériel génétique est présent dans 

le cytoplasme sous forme d’un chromosome unique circulaire. Dans le cytoplasme, plusieurs 

éléments sont retrouvés tels que le matériel de transcription/traduction ainsi que des 

organites responsables du fonctionnement métabolique. Ces différents composants sont 

entourés d’une membrane interne, elle-même recouverte d’une paroi cellulaire permettant 

sa protection. D’autres éléments peuvent également être présents tels que la capsule 

bactérienne, les pili, les fimbriae ou encore le flagelle.  

 

Figure 1 : La composition d'une cellule bactérienne.  

Adapté de Hiremath P. et al. (5).  

 

 Les bactéries ont la capacité de se reproduire par scissiparité, c’est-à-dire que chaque 

division bactérienne donne naissance à deux bactéries filles identiques. Dans des conditions 

adéquates, leur multiplication est exponentielle. En effet, la division bactérienne est facilitée 

par le divisome, un assemblage multiprotéique situé dans la cellule ayant pour but de 
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synthétiser les différentes couches de l’enveloppe cellulaire (6). Ces micro-organismes sont 

retrouvés en grande quantité au sein d’organismes vivants tels que l’Homme ; il s’agit du 

microbiote humain. Bien que le microbiote intestinal reste l’un des plus importants dans le 

microbiote humain, d’autres microbiotes comme la peau, les voies respiratoires, les voies 

génito-urinaires, sont présents et jouent un rôle primodial sur la santé. Ces différents 

microbiotes semblent avoir la capacité d’intéragir entre eux à l’aide de métabolites 

secondaires (7). Des changements au niveau du microbiote humain peuvent amener à un 

état pathologique par la multiplication anormale de bactéries dans un environnement 

inhabituel. Par exemple, une étude a montré que des perturbations dans l’interaction entre 

le microbiote intestinal et le microbiote pulmonaire sont à l’origine de maladies pulmonaires 

(asthme, allergie) ou peuvent favoriser leur développement (mucoviscidose) (8). Afin de 

mieux comprendre le fonctionnement d’une bactérie et les phénomènes de pathologie 

associés, la composition d’une cellule bactérienne est détaillée ci-dessous. 

 

I.2.1. Le matériel génétique et les protéines associées  

 

 Les constituants internes d’une cellule bactérienne sont principalement composés 

d’ADN, d’ARN et de protéines impliqués dans la réplication et la transcription de l’ADN.  

L’ADN bactérien est le support de l’information génétique et est représenté par un 

chromosome unique sous la forme d’une double hélice circulaire surenroulée. Lorsqu’une 

division bactérienne est réalisée, l’ADN est répliqué pour obtenir deux exemplaires 

identiques qui sont séparés dans deux cellules bactériennes distinctes. Ce support est 

indispensable à la vie de la bactérie, mais il peut subir des mutations au cours du temps en 

fonction de l’environnement dans lequel il évolue.  

L’ARN bactérien est le support de l’expression du génome et est représenté par de 

courts fragments sous la forme de simples brins linéaires. Il peut s’agir principalement d’ARN 

messager (transcrit de l’ADN), d’ARN ribosomal et d’ARN de transfert (impliqués tout deux 

dans la traduction), et où la composition en ARN est modulée en fonction de la phase de 

croissance bactérienne (9).  
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Les protéines servent dans la réplication et la transcription de l’ADN. Parmi celles-ci, 

les topoisomérases et les histones permettent la formation des doubles hélices et de son 

surenroulement (10). Les ADN polymérases et les ARN polymérases sont utilisées 

respectivement pour répliquer et transcrire. 

 

I.2.2. Le cytoplasme  

  

 Le cytoplasme bactérien est un gel colloïdal composé d’eau ainsi que de substances 

organiques et minérales. Contrairement au cytoplasme des cellules eucaryotes, la 

composition du cytoplasme bactérien est simplifiée. Il est particulièrement riche en ARN 

messagers, en ARN de transfert et en ARN ribosomaux. Ces ribosomes sont constitués de 

protéines ribosomales et d’ARN ribosomal (ARN 16S, ARN 23S et ARN 5S), et sont divisés en 

deux sous-unités : la sous-unité 50S contenant de l’ARN 23S et ARN 5S et la sous-unité 30S 

constituée d’ARN 16S. Ces ribosomes sont la machinerie pour la traduction des ARN 

messagers (11). Il est à noter que le cytoplasme est dépourvu d’organites complexes tels que 

les mitochondries, l’appareil de Golgi, le réticulum endoplasmique... De ce fait, les 

mécanismes cellulaires se sont adaptés. Par exemple, les transporteurs d’électrons de la 

chaîne respiratoire sont localisés directement dans la membrane interne (12). 

 

I.2.3. L’ADN extra-chromosomique 

 

 A la différence de l’ADN chromosomique bactérien, l’ADN extra-chromosomique 

n’est pas indispensable à la vie de la bactérie. Il est caractérisé par des éléments génétiques 

mobiles (EGM) de petite taille. Ces éléments peuvent conférer à la bactérie de nouvelles 

propriétés (réplication, expression, mobilité…), et leur acquisition se fait via trois mécanismes 

(13) : 
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- La conjugaison : un transfert d’ADN d’une bactérie à l’autre par contact direct ; 

- La transduction : un transfert d’ADN d’une bactérie à l’autre par l’intermédiaire d’un 

vecteur viral de type bactériophage ; 

- La transformation : une intégration naturelle d’un fragment d’ADN étranger libre au 

sein de la cellule bactérienne. 

 

 La conjugaison est l'un des mécanismes les plus efficaces pour propager les EGM 

parmi les bactéries (14). Trois principaux EGM peuvent être décrits : les transposons, les 

intégrons et les plasmides.  

 

I.2.3.1. Les transposons 

 

Les transposons sont des EGM capables de se déplacer et de réarranger l’ADN 

chromosomique dans la cellule bactérienne. Ils codent pour des protéines (transposases) qui 

facilitent leur propre transfert et dans certains cas, le transfert d’autres EGM. Ils ont joué un 

rôle important dans l’évolution de nombreux génômes. En effet, l’insertion d’un transposon 

dans l’ADN peut entraîner l’inactivation du gène dans lequel il s’insère (15). Les séquences 

d’insertion sont les éléments transposables les plus simples (< 2500 paires de bases) et sont 

bordées par des séquences répétées inversées de 20 à 40 paires de bases reconnues par les 

transposases. Les séquences d’insertion portent uniquement les gènes nécessaires à la 

transposition. D’autres transposons existent et contiennent un ou plusieurs gènes 

accessoires conférant à la cellule bactérienne un avantage sélectif tels qu’une résistance aux 

antibiotiques, des facteurs de virulences ou des voies métaboliques supplémentaires (16). 

 

I.2.3.2. Les intégrons 

 

 Les intégrons sont composés d’un gène codant pour une enzyme, l’intégrase. Les 

intégrases sont capables d’assembler plusieurs gènes au niveau d’un site spécifique présent 

sur les intégrons, et de les exprimer à l’aide d’un promoteur. Ainsi, ils permettent de capturer, 

stocker et réorganiser de nouvelles fonctions portées par les gènes intégrés (EGM). 
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L’expression des gènes et de l'intégrase est fortement contrôlée par l’hôte dans lequel se 

trouve la cellule bactérienne et la réponse au stress bactérien (réponse SOS). Ces intéractions 

font que les intégrons sont composés d’EGM stables et efficaces, et confèrent aux bactéries 

une capacité d’adaptation rapide et à faible coût dans des environnements changeants (17). 

Deux grands types d’intégrons peuvent être distingués (18) : 

- Les intégrons de multirésistance (IMR) portés généralement par des plasmides, sont 

impliqués par exemple dans la résistance aux antibiotiques. 

- Les super-intégrons, présents sur le chromosome bactérien, contiennent une plus 

grande quantité de cassettes de codage de gènes par rapport aux IMR et sont 

impliqués dans diverses fonctions : métabolisme, processus cellulaires…  

 

Ainsi, les intégrons possèdent une capacité illimitée à échanger et à stocker des 

cassettes de codage de gènes, et cette flexibilité permet aux bactéries d’acquérir de 

nouvelles fonctions sous la pression de sélection de leur environnement. Par exemple, les 

IMR sont très souvent impliqués dans la résistance aux antibiotiques. De même, grâce à cette 

flexibilité, les remaniements peuvent conduire à la suppression de gènes non essentiels (18).   

  

I.2.3.3. Les plasmides 

 

 Les plasmides sont des EGM retrouvés au sein du cytoplasme sous la forme circulaire 

double brin capable de se répliquer de manière autonome. Par définition, les plasmides ne 

portent pas de gènes nécessaires aux fonctions cellulaires essentielles. Les plasmides 

possèdent également des mécanismes contrôlant leur nombre de copies et assurant une 

transmission stable lors de la division cellulaire notamment par conjugaison (19). Ils codent 

pour des gènes impliqués dans de nombreux aspects de la biologie microbienne, 

notamment la résistance aux antibiotiques (20). Ces éléments permettent ainsi le transfert 

de l’information génétique entre les bactéries pour favoriser leur évolution et leur adaptation 

à divers environemments (21). 
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I.2.4. La membrane interne 

 

 La membrane interne, appelée également membrane cytoplasmique, sépare le 

cytoplasme de la paroi cellulaire. Elle est constituée d’une bicouche lipidique à 65 % et de 

protéines à 35 %. Les propriétés des groupements lipidiques offrent la possibilité de réguler 

la fluidité de la membrane, ce qui permet des échanges de composés entre les milieux intra- 

et extra-cellulaires. Par exemple, chez Escherichia coli, les principaux phospholipides sont le 

phosphatidyléthanolamine et le phosphatidylglycérol. Les protéines, quant à elle, sont 

impliquées dans différents processus tels que le transport de composés, la production 

d’énergie, la biosynthèse des lipides ou encore la synthèse du peptidoglycane (22). Ainsi, les 

fonctions relatives à cette membrane sont nombreuses : 

- Une perméabilité sélective et un transport des substances solubles à l’intérieur de la 

bactérie ;  

- Une fonction respiratoire par transport d’électrons et de phosphorylation oxydative ;   

- Un support de transporteurs et d’enzymes impliqués dans la biosynthèse de l’ADN, 

de la paroi cellulaire et des lipides membranaires. 

 

I.2.5. La paroi cellulaire  

 

 La paroi cellulaire est un élément présent chez toutes les bactéries, à l’exception de 

rares cas tels que les mycoplasmes. Elle se différencie en épaisseur, en structure et en 

composition chimique d’une bactérie à l’autre. La substance de base pour sa formation est 

la muréine, appelée également peptidoglycane. De part ces caractéristiques, cette structure 

rigide est composée essentiellement de polymères pour (23) : 

- Conditionner la forme de la bactérie ; 

- Protéger la cellule contre la lyse osmotique ; 

- Jouer un rôle dans la spécificité antigénique des bactéries ; 

- Être un support pour l’action de certaines molécules ;  

- Permettre l’ancrage de d’autres composants tels que des protéines et des acides 

téichoïques. 
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Sans paroi, les bactéries peuvent survivre et même se multiplier à condition d’être 

placées dans un milieu dont la pression osmotique est identique à celle qui règne à l’intérieur 

de la bactérie. Dans l’environnement naturel des bactéries, cette condition est rarement 

observée (22). 

 

I.2.5.1. Le peptidoglycane  

 

 Le peptidoglycane est le principal composant de la paroi cellulaire d’une bactérie et 

sa synthèse est l’une des voies de biogénèse les plus importantes des bactéries. Comme 

montré sur la Figure 2, cette structure est composée de polysaccharides correspondant à 

une alternance de N-acétylglucosamine (GlcNAc) et d’acide N-acétylmuramique (MurNAc). 

Cinq acides aminés (pentapeptide) sont attachés au groupe MurNAc, de séquence L-Ala-D-

Glu-X-D-Ala-D-Ala. L’acide aminé X correspond à la L-Lys pour les bactéries à Gram positif 

et au mDap (Acide mesodiaminopimélique) pour les bactéries à Gram négatif. Certaines 

bactéries à Gram positif peuvent avoir du mDap en acide aminé X. Ces chaînes peptidiques 

peuvent être réticulées les unes avec les autres (23).  

 

 

Figure 2 : La structure du peptidoglycane. 

Adapté de Matthew F. L. P. et al. (24). Descriptif : Le peptidoglycane est composé de polysaccharides correspondant 

à une alternance de GlcNAc et de MurNAc. Cinq acides aminés (pentapeptide) sont attachés au groupe MurNAc ; 

(GlcNAc : N-acétylglucosamine ; MurNAc : acide N-acétylmuramique ; mDap : Acide mésodiaminopimélique ; 

BGN : Bactérie à Gram négatif ; BGP : Bactérie à Gram positif). 

 



 

49 

La synthèse du peptidoglycane se découpe en trois localisations : le cytoplasme, la 

membrane interne et le milieu périplasmique (situé entre la membrane interne et la paroi 

cellulaire). 

 La première étape se déroule dans le cytoplasme et permet la synthèse de l’UDP-

MurNAc-pentapeptide sous l’action des enzymes de la famille Mur à partir de l’UDP-GlcNAc 

(Figure 3). Ce précurseur est ensuite acheminé à la membrane interne (25).  

 

Figure 3 : La synthèse du MurNAc-pentapeptide.  

Adapté de Macheboeuf P. et al. (25). Descriptif : Le MurNAc-pentapeptide est synthétisé par les enzymes Mur 

jusqu’à la membrane interne ; (GlcNAc : N-acétylglucosamine ; MurNAc : N-acétylmuramique). 

 

La seconde étape du processus a lieu à la membrane interne. L’UDP-MurNAc-

pentapeptide est associé à la membrane grâce à la protéine MraY pour donner le lipide I, 

puis la protéine MurG ajoute un groupement GlcNAc pour former le lipide II. Ce dimère de 

type saccharidique est transloqué vers le milieu périplasmique, lieu de stockage d’enzymes 

et de nutriments, grâce à la flippase MurJ présente sur la membrane interne (Figure 4) (25).  

 

Figure 4 : La synthèse du GlcNAc-MurNAc-pentapeptide.  

Adapté de Macheboeuf P. et al. (25). Descriptif : Le GlcNAc-MurNAc-pentapeptide est produit à l’aide des enzymes 

MraY et MurG), puis son transfert vers le milieu périplasmique se fait à l’aide d’une flippase ; (GlcNAc : N-

acétylglucosamine ; MurNAc : N-acétylmuramique). 
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La troisième étape s’exécute dans le milieu périplasmique par l’intermédiaire de 

protéines liant les pénicillines (PLP) ayant plusieurs activités enzymatiques. En effet, ces PLP 

sont à l’origine des réactions de polymérisation des disaccharides par transglycosylation, de 

formation des liaisons entre les chaînes peptidiques par transpeptidation, et de libération 

du dernier D-alanine par D-D carboxypeptidation (Figure 5) (25). 

La transglycosylation permet la formation de la liaison β-1,4 entre les saccharides 

MurNAc et GlcNAc grâce à une glycosyltransférase. L’accumulation de ces liaisons forme de 

longues chaînes de saccharides. La transpeptidation permet la formation de liaisons entre 

les chaînes d’acides aminés. Pour cela, une transpeptidase se lie à une chaine 

pentapeptidique, ce qui permet la libération du D-Ala en position 5. Cette même chaîne 

réagit ensuite avec un groupement amine primaire présent en position 3 d’une chaîne 

voisine, et permet ainsi la formation d’une liaison amide 4-3 et la libération de l’enzyme.  

L’activité conjuguée des transpeptidases et des glycosyltransférases aboutit à la 

formation d’un réseau plus ou moins serré dans le peptidoglycane. Également, des D-D 

carboxypeptidases sont présentes et sont impliquées dans la régulation du niveau de 

réticulation du peptidoglycane où le dernier D-alanine est libéré pour empêcher l’action de 

la transpeptidase (25).  

 

 

Figure 5 : La synthèse du peptidoglycane grâce aux différentes PLP. 

Adapté de Macheboeuf P. et al. (25). Descriptif : Les glycosyltransférases permettent la formation de la liaison 

entre les saccharides MurNAc et GlcNAc. Les transpeptidases permettent la formation de liaisons entre les chaînes 

d’acides aminés (position 3 et position 4). Les D-D-carboxypeptidases sont impliquées dans la régulation du 

niveau de réticulation du peptidoglycane où le dernier D-alanine est libéré pour empêcher l’action de la 

transpeptidase ; (GlcNAc : N-acétylglucosamine ; MurNAc : N-acétylmuramique ; PLP : Protéines liant les 

pénicillines).  
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I.2.5.2. Différence de compositions pariétales 

 

 Deux grandes classes de bactéries se distinguent par la composition de leur paroi. La 

coloration de Gram est l’un des outils qui permet de différencier les bactéries et de les classer 

selon l’épaisseur du peptidoglycane (26). Si le peptidoglycane est épais et riche en sucres, il 

s’agit d’une bactérie à Gram positif, c’est-à-dire qu’elle a la capacité à capturer les pigments 

utilisés dans la coloration de Gram. A contrario, une paroi fine et riche en lipides est 

caractéristique d’une bactérie à Gram négatif, c’est-à-dire qu’elle ne retient aucun de ces 

pigments colorés Figure 6 (22). 

 

Figure 6 : La différence de compositions pariétales entre les bactéries à Gram positif et les 

bactéries à Gram négatif.  

Adapté de Silhavy T. J. et al. (22). Descriptif : Les bactéries à Gram positif sont composées d’une membrane interne 

et de peptidoglycane sur lequel est attaché des acides téchoïques. Les bactéries à Gram négatif sont composées 

d’une membrane interne, de peptidoglycane et d’une membrane externe sur laquelle des LPS sont présents ; (LPS 

: Lipopolysaccharide). 
  

I.2.5.2.1. Paroi des bactéries à Gram positif 

 

 Les bactéries à Gram positif possédent une structure qui peut se décomposer en trois 

parties, en partant de l’intérieur vers l’extérieur : la membrane interne ; l’espace 

périplasmique ; la couche de peptidoglycane. Les bactéries à Gram positif possèdent une 

couche de peptidoglycane très épaisse, qui peut atteindre une taille comprise entre 30 et 

100 nanomètres (nm). Cette couche de peptidoglycane est principalement formée des 
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polymères GlcNAc et MurNAc (27). D’autres chaînes polymériques sont également 

présentes. Il s’agit des acides téichoïques composés de phosphates associés au glycérol ou 

au ribitol, responsables de la stabilité et de l’attachement de la paroi cellulaire à la membrane 

interne. La paroi des bactéries à Gram positif est relativement perméable aux antibiotiques 

du fait de certaines caractéristiques (solubilité et taille de la molécule, charge électrique de 

la paroi). En effet, les chaînes polymériques présentes à la surface de la paroi ont des charges 

hautement négatives en raison des multiples groupes phosphates dans la structure ; les 

charges positives sont peu présentes en raison du positionnement des résidus d’alanine (27). 

 

I.2.5.2.2. Paroi des bactéries à Gram négatif 

 

 Les bactéries à Gram négatif possèdent une membrane supplémentaire par rapport 

aux bactéries à Gram positif. Leur paroi est constituée de cinq parties, en partant de 

l’intérieur vers l’extérieur : la membrane interne ; l’espace périplasmique ; la couche de 

peptidoglycane ; l’espace périplasmique ; la membrane externe. Ces bactéries possèdent 

une couche de peptidoglycane fine de quelques nm. Les principaux constituants sont 

retrouvés sur la membrane externe, composée d’une bicouche lipidique (le feuillet interne 

contient des phospholipides ; le feuillet externe contient des glycolipides), de protéines de 

transport et de lipopolysaccharides (LPS) (22). Le LPS est composé de trois éléments : le 

lipide A ; le core ; l’antigène (Ag) O (28), comme montré en Figure 7.   

 

Figure 7 : La composition du lipopolysaccharide.  

Adapté de Bidne K. L. et al. (29). Descriptif : Le LPS est retrouvé chez les bactéries à Gram négatif. Il est composé 

du lipide A, du corps saccharidique, et de l’antigène O ; (LPS : Lipopolysaccharide). 
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 Le lipide A est le plus conservé de la structure du LPS. Il est constitué d’acide gras et 

est ancré dans la membrane externe de la bactérie. Ce lipide, également appelé endotoxine, 

est responsable des effets toxiques sur l’hôte après avoir été libéré par des bactéries lysées. 

La dissémination d’endotoxines provoque des symptômes divers allant d’une fièvre jusqu’à 

un choc endotoxique, appelé choc septique (28).  

Le core contient un oligosaccharide (base de β-glucosamine-(1-6)-glucosamine-1-

phosphate), et permet la jonction entre le lipide A et l’Ag O. Il est généralement composé 

de sucres tels que l’heptose ou l’acide 3-désoxy-D-manno-oct-2-ulosonique (28).  

L’Ag O est la partie la plus variable du LPS et est exposé à la surface de la membrane 

externe dans l’environnement extracellulaire. Il peut contenir 100 ou plus unités 

d’oligosaccharidiques composées de 3 à 4 monosaccharides (pentoses, hexoses, acides 

uroniques…). Du fait de l’hétérogénéité des structures, cette partie est variable à la fois au 

sein d’une même espèce et entre espèces (28). 

 A contrario de la paroi des bactéries à Gram positif, il est plus difficile pour un 

antibiotique de pénétrer jusqu’à la membrane interne en raison de la membrane externe qui 

est de nature lipidique. En effet, cette membrane sert principalement de barrière de 

perméabilité pour empêcher l’entrée de composés nocifs et en même temps permettre 

l’afflux de molécules nutritives à l’aide de porines (30). 

 

I.2.6. Les structures inconstantes 

 

 Certaines stuctures n’existent pas chez toutes les bactéries et s’expriment en fonction 

de l’environnement dans lequel elles évoluent.  

 La capsule est la structure la plus externe de la cellule bactérienne. Elle est composée 

d’acides polysaccharidiques, de hauts poids moléculaires et chargés négativement, et est 

liée de manière covalente à la surface de la cellule. Elle sert de protection et possède des 

propriétés immunogéniques. Sa composition permet de donner un revêtement soit lisse, 

soit rugueux à la cellule bactérienne (31). 

Les flagelles sont composés essentiellement de protéines et sont attachés dans le 

cytoplasme bactérien par une structure complexe d’au moins trois parties : le corps basal 
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(moteur réversible), le crochet (joint universel) et le filament (hélice hélicoïdale). Cette 

structure permet le déplacement de la bactérie dans son milieu et constitue un facteur de 

virulence fort (32). Les flagelles peuvent être disposés de diverses manières sur la bactérie : 

monotriche (un seul flagelle à une extrémité), lophotriche (une accumulation de flagelles à 

une extrémité) ou péritriche (une répartition sur toute la surface de la bactérie).  

Les pili ou fimbriae sont principalement retrouvés chez les bactéries à Gram négatif 

et sont disposés régulièrement à la surface de la bactérie. Ce sont des facteurs de virulence 

importants pour plusieurs maladies (infections des voies urinaires, génitales et gastro-

intestinales). Ils sont impliqués dans de nombreuses fonctions telles que la liaison des 

phages, le transfert d’ADN (les EGM par conjugaison), la formation de biofilms, l’agrégation 

de cellules ou encore la motilité (33).  

Les spores ne sont présentes que lorsque les conditions environnementales sont 

extrêmes (absence d’aliments, températures très élevées ou très basses…) et ne permettent 

pas la croissance bactérienne. Elles présentent une résistance considérablement accrue à un 

grand nombre d’agents, notamment la dessiccation, la congélation, le dégel, les 

températures élevées, aux états humides ou secs, les rayons UV, les hautes pressions et un 

grand nombre de produits chimiques toxiques (agents oxydants, agents alkylants, les 

aldéhydes, les halogènes, les acides et les bases) (34).  

 

I.3. Les principales bactéries 

 

 Chaque espèce bactérienne se distingue par des caractéristiques morphologiques et 

métaboliques, ce qui a permis d’établir des classifications en fonction de :   

- La morphologie en microscopie (forme, taille) 

- La coloration de Gram 

- Le besoin respiratoire (aérobie, anaérobie…) 

- La motilité 

- La température de croissance en laboratoire 

- La formation de spores 

- Le besoin nutritionnel (source énergétique, source de carbone…) 
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 L’une des classifications des genres bactériens fréquemment utilisée, est basée sur le 

besoin en oxygène, la forme de la bactérie et la coloration de Gram (35). Elle est retrouvée 

dans le Tableau 2. 
 

Tableau 2 : La classification des genres bactériens selon la respiration, la forme des bactéries, 

et la coloration de Gram. 

Adapté de Meddour R. et al. (35). 

 

D’autres bactéries existent également telles que les spirochètes (genres Borrelia, 

Leptospira, Treponema), les mycobactéries, les bactéries intracellulaires (genre Chlamydia) et 

les mollicutes (genres Mycoplasma, Ureaplasma), qui ont des formes différentes des cocci et 

bacilles, et qui ne présentent pas de coloration de Gram (35). Chacun de ces genres recèle 

de bactéries qui peuvent être à l’origine d’infections diverses et variées : infections 

respiratoires, infections cutanées, toxi-infections (choc septique), infections de l’appareil 

uro-génital, infections abdomino-pelviennes… Pour traiter les infections causées par ces 

bactéries, des outils ont été développés : les antibiotiques.  

Respiration Forme Gram Genre 

Aérobie 

Coccus 
Positif 

Staphylococcus 

Négatif 
Neisseria 

Bacille 

Positif 

Listeria 

Erysipelothryx 

Corynebacterium 

Bacillus 

Nocardia 

Négatif 

Enterobacteriaceae : 

Escherichia ; Klebsiella ; 

Citrobacter ; Enterobacter ; 

Proteus ; Serratia ; Providencia ; 

Morganella ; Salmonella ;  

Shigella ; Yersinia 

Pseudomonas 

Burkholderia 

Stenotrophomonas 

Acinetobacter ; Vibrio 

Campylobacter 

Helicobacter 

Anaérobie 

Coccus 
Positif 

Peptostreptoccus 

Streptococcus 

Enterococcus 

Négatif 
Veillonella 

Bacille 

Positif 

Clostridium 

Actinomyces 

Peptococcus 

Propionibacterium 

Eubacterium 

Négatif 

Bacteroïdes 

Prevotella 

Fusobacterium 

Porphyromonas 
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Chapitre II : Les antibiotiques 

  

 Le terme antibiotique fut introduit en 1941 par Selman Waksman pour définir toute 

substance chimique produite par des micro-organismes qui, à l’état de solution diluée, a le 

pouvoir d’interférer avec la croissance d’un autre organisme (36). Puis, cette définition a été 

modernisée pour définir un antibiotique « idéal » comme tout composé naturel (d’origine 

microbienne, animale ou végétale), de synthèse ou de semi-synthèse, qui tue ou inhibe la 

croissance d’un micro-organisme nuisible chez un hôte, quel que soit le site de l’infection, 

sans affecter les microbiotes ni causer de toxicité excessive chez l’hôte (37). Les antibiotiques 

ont deux modes d’actions permettant ainsi d’interférer avec la croissance d’un micro-

organisme : soit une action bactériostatique où le micro-organisme ne meurt pas mais ne 

peut plus se développer ni se multiplier, soit une action bactéricide où la structure du micro-

organisme est déstabilisée entraînant sa mort (38).  

 Pour évaluer l’activité in vitro des antibiotiques, la mesure de la concentration 

minimale inhibitrice (CMI) est considérée comme étant la référence pour déterminer la 

sensibilité du micro-organisme pour l’agent anti-microbien. Ainsi, les CMI sont définies 

comme la plus faible concentration (généralement en µg/mL) d’un antibiotique qui inhibe la 

croissance d’un micro-organisme après une incubation d’une nuit. La méthode la plus 

populaire pour déterminer la CMI dans les laboratoires cliniques est le test par dilution en 

milieu liquide. Elle consiste à mettre un inoculum bactérien au contact de concentrations 

croissantes de l’antibiotique. Après 18 à 24 heures d’incubation à 37 °C, la CMI correspond 

à la concentration pour laquelle le milieu de l’inoculum bactérien est limpide à l’œil nu (39). 
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II.1. L’ère des antibiotiques 

 

 La découverte du premier antibiotique a lieu en 1928 par Alexander Fleming. Cette 

molécule a été mise en évidence par l’absence de développement de staphylocoques autour 

de moisissures, qui la sécrétait. Cette dernière a été découverte chez Penicillium notatum et 

a été ainsi nommée la pénicilline. Cet antibiotique a révolutionné le traitement des maladies 

infectieuses (40). Puis, une succession de nouvelles découvertes a vu le jour au cours du 

XXème siècle, décrit comme l’âge d’or des antibiotiques (Figure 8). Pendant cette période, un 

large spectre d’antibiotiques a été découvert et ainsi presque toutes les infections 

bactériennes pouvaient être traitées. Cette période s’est étendue des années 1940, avec la 

production de la pénicilline, jusqu’aux années 1990, avec la découverte des antibiotiques de 

type semi-synthétique et synthétique (41). Les antibiotiques semi-synthétiques sont des 

variantes d’antibiotiques naturels modifiés chimiquement afin de : 1- Augmenter leur 

efficacité ; 2- Réduire ou annuler leurs effets secondaires ; 3- Modifier le spectre d’activité 

anti-microbien de la molécule. Depuis les années 1990, aucune nouvelle classe 

d’antibiotique n’a été identifiée (42).  
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Figure 8 : La chronologie des découvertes des classes d’antibiotiques.  

Adapté de Silver L. L. et al. (43). 

 

Les mêmes classes d’antibiotiques au cours des dernières décennies ont été utilisées, 

avec environ 7 000 antibiotiques recensés. Seulement une centaine d’entre eux sont utilisés 

chez l’Homme car certains sont toxiques, peu efficaces ou encore instables chimiquement 

(42). Chacun d’eux a un mécanisme d’action propre à ses propriétés. 

 

II.2. Des outils thérapeutiques puissants 

 

 Parmi l’ensemble des constituants conservés chez les bactéries, seul un nombre 

restreint est ciblé par les antibiotiques. Ainsi, les antibiotiques sont classés dans cinq 

catégories en fonction de leur cible, comme indiqué en Figure 9 (41) :  
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- Les inhibiteurs des acides nucléiques ; 

- Les inhibiteurs de la synthèse des protéines ; 

- Les inhibiteurs de la synthèse des folates ; 

- Les antibiotiques actifs sur l’enveloppe membranaire ; 

- Les inhibiteurs de la synthèse du peptidoglycane. 

 

Figure 9 : Les cibles thérapeutiques existantes selon les classes d’antibiotiques impliquées.   

Adapté de Lewis K. (41). Descriptif : Les principales cibles sont : 1- Les inhibiteurs des acides nucléiques ; 2- Les 

inhibiteurs de la synthèse des protéines ; 3- Les inhibiteurs de la synthèse des folates ; 4- Les antibiotiques actifs 

sur l’enveloppe membranaire ; 5- Les inhibiteurs de la synthèse du peptidoglycane. 

 

 A ce jour, les antibiotiques utilisés pour traiter des infections ont été découverts 

pendant l’âge d’or des antibiotiques. Les cinq catégories sont détaillées par la suite. 
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II.2.1. Les inhibiteurs des acides nucléiques 

 

 La voie des inhibiteurs des acides nucléiques repose sur le blocage de la réplication 

et de la transcription de l’ADN bactérien, avec comme principales cibles l’ADN gyrase et 

l’ARN polymérase ADN dépendante. L’ADN gyrase est une protéine spécifique des bactéries 

qui favorise le déroulement local de la double hélice permettant ainsi la transcription et la 

réplication par les ARN polymérases/ADN polymérases (44). L’ARN polymérase ADN 

dépendante est à l’origine de la transcription de l’ADN en ARN. De nos jours, les quinolones 

et les ansamycines sont les deux principales classes qui permettent l’inhibition de la 

réplication ainsi que la transcription de l’ADN et donc la mort cellulaire in fine. 

 

II.2.1.1. Les fluoroquinolones 

 

 Les quinolones ont été mises en évidence en 1962 avec la découverte de l’acide 

nalidixique, et qui a été introduit en 1967 en utilisation clinique. Ces antibiotiques possédent 

un spectre d’activité élargi de type bactéricide. Dans les années 1970-1980, de nouvelles 

quinolones sont apparues : les fluoroquinolones dont le spectre d’activité et la 

pharmacocinétique ont été améliorés. Toutefois, l’utilisation de ces antibiotiques est 

controlée car ils peuvent induire des effets indésirables pouvant être graves et parfois 

irréversibles. En effet, ils peuvent toucher le tractus gastro-intestinal, le système nerveux 

central (insomnie, dépression, fatigue…) (45). 

 Les fluoroquinolones possédent un atome de fluor supplémentaire présent en 

position C6 (46). De nos jours, les fluoroquinolones telles que la ciprofloxacine, la 

lévofloxacine, la moxifloxacine, la norfloxacine, et l’ofloxacine sont utilisées fréquemment 

dans la médecine humaine (47). 
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II.2.1.2. Les ansamycines 

 

 Les ansamycines ont été découvertes en 1957, avec la rifamycine B. Cette molécule 

doit être oxydée en un composé actif, la rifamycine S afin d’acquérir les propriétés 

antibactériennes. Cette classe d’antibiotique posséde un spectre d’activité de type 

bactéricide contre les bactéries à Gram positif et certaines bactéries à Gram négatif (48).  

Les ansamycines sont constituées de deux cycles aromatiques reliés par une chaîne 

aliphatique dont les groupements fonctionnels peuvent varier. Des dérivés semi-

synthétiques ont été développés tels que la rifampicine afin d’améliorer sa biodisponibilité 

et son efficacité antibactérienne. Ces antibiotiques bloquent, par liaison irréversible, l’ARN 

polymérase ADN dépendante inhibant ainsi la transcription au niveau de l’initiation (49). 

D’un point de vue clinique, les rifamycines se sont révélées être une classe d’antibiotiques 

très utile, notamment pour le traitement de la tuberculose (48).  

 

II.2.2. Les inhibiteurs de la synthèse des protéines 

 

 L’action des inhibiteurs de la synthèse des protéines repose sur l’altération des 

différentes intéractions que peut avoir le ribosome. Ce dernier joue un rôle central dans la 

synthèse protéique. A titre indicatif, chez Escherichia coli, chaque bactérie contient environ 

30 000 ribosomes et un ribosome peut en moyenne synthétiser un polypeptide de 100 

acides aminés en 5 secondes à 37 °C. Cette structure a été relativement conservée au cours 

de l’évolution. Les ribosomes bactériens contiennent deux sous-unités, chacune composée 

d’un assemblage complexe de protéines et d’ARN. La petite sous-unité 30S est constituée 

de l’ARN ribosomique 16S ainsi que de 21 protéines, et elle assure la bonne traduction des 

acides nucléiques en acides aminés. La grande sous-unité 50S, composée de deux ARN 

ribosomiques (ARN 5S et ARN 23S) et de 33 protéines, permet la formation des liaisons 

peptiques entre les acides aminés (50).  

A ce jour, les aminoglycosides, les tétracyclines ainsi que les macrolides et apparentés 

sont les trois grandes classes d’antibiotiques permettant d’inhiber la synthèse des protéines 

au niveau du ribosome (Figure 10). 
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Figure 10 : Les cibles des inhibiteurs de la synthèse protéique. 

Descriptif : Les macrolides et apparentés agissent sur l’ARN 23S présent dans la sous-unité d’ARN 50S. Les 

aminoglycosides agissent sur l’ARN 16S présent dans la sous-unité d’ARN 30S. Les tétracyclines empêchent 

l’entrée des ARN de transfert et donc la traduction des ARN messagers en protéines ; (ARN : Acide ribonucléique). 

 

II.2.2.1. Les aminoglycosides 

 

 Les aminoglycosides ont été parmi les premiers antibiotiques découverts, avec la 

streptomycine en 1943. Ils présentent une activité à large spectre de type bactéricide avec 

une efficacité particulière contre les bactéries à Gram négatif (51). Avec l’utilisation de ces 

antibiotiques à l’échelle large, des résistances aux aminoglycosides sont apparues ainsi que 

certaines toxicités telles qu’une néphorotoxicité (52). 

 Les aminoglycosides sont constitués d’au moins un sucre aminé relié à un dérivé 

d’inositol. Un certain nombre de groupements hydroxyles et au moins deux groupements 

amines sont présents sur l’ensemble de la structure. Ces derniers ont la capacité d’intéragir 

avec la sous-unité 30S du ribosome bactérien interférant avec la synthèse protéique (51). 

Toutefois, les connaissances sur le mode d’action des aminoglycosides sont encore loin 

d’être complètes. En effet, la gentamicine, un des aminoglycosides, semble également 

impliquée dans la désorganisation de la membrane externe des bactéries à Gram négatif, 

entraînant une fuite du contenu cellulaire et donc un effet bactéricide rapide (53). Ces deux 

effets conjugués font des aminoglycosides des antibiotiques particulièrement efficaces pour 

la lutte contre certains agents pathogènes résistants à certaines classes d’antibiotiques. La 

gentamicine, la tobramycine, la nétilmicine et l'amikacine sont les principaux 

aminoglycosides actuellement utilisés pour les septicémies majeures, tandis que la 

streptomycine est utilisée en toute dernière ligne dans le traitement de la tuberculose 

(toxicité élevée) (54). 
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II.2.2.2. Les tétracyclines 

 

 Les tétracyclines ont été découvertes dans les années 1940 et ont montré une activité 

à large spectre, de type bactériostatique, sur une large variété de bactéries à Gram positif et 

de bactéries à Gram négatif ainsi que des parasites intracellulaires. Elles présentent très peu 

d’effets secondaires. Ainsi, ces antibiotiques ont été utilisés en médecine humaine et animale 

à large échelle (55).  

Les tétracyclines sont composées d’une succession de quatre cycles auxquels sont 

fixés des groupements fonctionnels. Les tétracyclines ont la capacité d’inhiber la synthèse 

des protéines en empêchant la fixation de l’ARN de transfert sur le site accepteur (A) des 

ribosomes bactériens. Les principales tétracyclines naturelles sont la tétracycline, la 

chlortétracycline, la déméthylchlortétracycline, et les tétracyclines semi-synthétiques sont la 

doxycycline, la minocycline, la méthacycline (55). Plus récemment développée, la tigécycline 

est un dérivé semi-synthétique de la minocycline où un groupement N,N-

diméthylglycylamido a été ajouté en position 9. Cet ajout a permis d’augmenter l’affinité de 

la tigécycline pour la cible ribosomale jusqu’à cinq fois par rapport à la minocyline 

permettant d’élargir le spectre d’activité (56). 

 

II.2.2.3. Les macrolides et apparentés 

 

Les macrolides ont été mis en évidence dans les années 1950 et ont montré une 

activité bactériostatique efficace contre les bactéries à Gram positif, avec peu d’effets 

secondaires (57). Les bactéries à Gram négatif ont montré une résistance contre les 

macrolides, comme par exemple avec l’érythromycine, principalement dûe à 

l’imperméabilité partielle de la membrane externe et à l’hydrophobicité de ces molécules 

(58).  

Les macrolides sont constitués d’un noyau lactonique et sont classés en fonction de 

la taille de ce cycle sur lequel est fixé, par une liaison glycosylique, un sucre aminé et/ou un 

sucre neutre (57). Les macrolides se fixent à la sous-unité 50S des ribosomes bactériens, au 

niveau du canal de sortie du peptide néo-synthétisé (59). L’un des macrolides le plus connu 
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est l’érythromycine. Il existe des classes d’antibiotiques apparentées aux macrolides : les 

kétolides, les lincosamides, et les streptoGramines. Elles présentent des spectres d’activité 

comparables, des sites de liaisons communs à la sous-unité 50S du ribosome, et des 

mécanismes d’action identiques aux macrolides. Elles diffèrent généralement par leur 

structure chimique (59,60). Toutefois, certains macrolides et apparentés, et plus 

spécifiquement les kétolides, présentent des effets indésirables tels que des intolérances 

digestives et une hépatotoxicité (57). 

 

II.2.3. Les inhibiteurs de la synthèse des folates  

 

 Le tétrahydrofolate est un cofacteur essentiel dans presque toutes les formes de vie 

car il intervient dans la synthèse des bases nucléiques, les purines et les pyrimidines entre 

autres (61). Ainsi, la voie des inhibiteurs de la synthèse des folates consiste à déréguler le 

métabolisme bactérien à travers la perturbation de ces réactions chimiques. Ces inhibiteurs 

sont soit des analogues structurels de l’acide aminobenzoïque et rentrent ainsi en 

compétition lors de la synthèse de l’acide tétrahydrofolique, soit des agents bloquants 

d’oxydoréduction (Figure 11) (62). Les sulfonamides et les diaminopyrimidines sont 

généralement utilisés simultanément afin d’améliorer leur efficacité thérapeutique. Par 

exemple, le couple sulfamethoxazole (sulfonamide) + triméthoprime (diaminopyrimidine) 

est le plus efficace connu à ce jour pour traiter des infections respiratoires et urinaires (63). 

 

Figure 11 : Les cibles des inhibiteurs de la synthèse des folates.  

Adapté de Masters P. A. et al. (62). Descriptif : Les sulfonamides inhibent la dihydroptéroate synthase alors que le 

triméthoprime inactive la dihydrofolate réductase. Dans les deux cas, l’objectif est d’inhiber la synthèse de l’acide 

tétrahydrofolique impliqué dans la synthèse de l’ADN ; (ADN : Acide désoxyribonucléique). 
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II.2.3.1. Les sulfonamides 

 

 Les sulfonamides ont été utilisés comme des agents anti-microbiens dans les années 

1930, avec le sulphanilamide et ont montré un spectre d’activité large de type 

bactériostatique pour la plupart des bactéries à l’exception de certaines bactéries à Gram 

négatif (Pseudomonas aeruginosa et Serratia spp.) (64).   

Les sulfonamides sont formés d’une chaîne organique, d’un groupe sulfonyle et d’un 

groupe amine. Du fait de l’analogie avec l’acide aminobenzoïque, ces molécules sont des 

substrats compétitifs pour la dihydroptéroate synthase qui est impliquée dans la formation 

de l’acide tétrahydrofolique. De nos jours, les principaux sulfonamides utilisés sont le 

sulfaméthoxazole, le sulfisoxazole et le sulfacétamide (64).  

  

II.2.3.2. Les diaminopyrimidines 

 

 Les diaminopyrimidines ont été découvertes en 1961 avec le triméthoprime, et ont 

montré un spectre d’activité large de type bactériostatique quasiment identique aux 

sulfonamides. Ils empêchent, notamment, l’activité enzymatique de la dihydrofolique 

réductase qui intervient dans la synthèse de l’acide folique. Ces antibiotiques présentent des 

réactions indésirables fréquentes telles qu’une intolérance gastro-intestinale et des 

éruptions cutanées (65).  

Les diaminopyridimines sont composées de noyaux cycliques et de groupements 

fonctionnels amines et alcools associés et le triméthoprime est le principal représentant de 

cette classe d’antibiotiques (65).  

  

II.2.4. Les antibiotiques actifs sur les enveloppes membranaires 

 

 Les antibiotiques actifs sur les enveloppes membranaires ont pour fonction de 

déstabiliser les bicouches lipidiques, via la formation de pores conduisant à des échanges 

anormaux provoquant ainsi un dérèglement cellulaire.  
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Les polymyxines sont la principale classe d’antibiotique qui permet la déstabilisation 

des membranes lipides des bactéries. Les polymyxines ont été mises en évidence dans les 

années 1940 et ont montré un spectre d’activité de type bactéricide principalement dirigé 

vers les bactéries à Gram négatif (66).  

Les polymyxines sont constituées d’un cycle heptapeptidique, d’une queue 

exocyclique à trois acides aminés, d’une coiffe d’acides gras et de six résidus d’acides 2,3-

diaminobutyrique. Parmi les cinq polymyxines existantes, seules la polymyxine B et la 

polymyxine E (colistine) ont été utilisées en clinique. La polymyxine B diffère de la polymyxine 

E par un seul changement d’acide aminé (66). Dans les premières années d’utilisation de ces 

antibiotiques, des effets indésirables ont été observés tels qu’une néphrotoxicité et une 

neurotoxicité avec la polymyxine B (67). Malgré cela, du fait de leur potentiel face aux 

bactéries résistantes et après quelques modifications de leur structure, leur utilisation s’est 

accrue ces denières années (68). Comme montré dans la Figure 12, ces molécules ont la 

capacité de se fixer au lipide A du LPS via l’attraction électrostatique des cations divalents 

(Ca2+ et Mg2+), qui stabilisent la membrane externe aboutissant à la perméabilisation de la 

membrane externe bactérienne. Ceci permet à une partie des polymyxines d’accéder par la 

suite à la membrane interne pour la déstabiliser et induire la mort cellulaire (66). 

 

Figure 12 : Le mécanisme d’action des polymyxines sur les enveloppes membranaires 

bactériennes. 

Adapté de Domingues M. et al. (69). Descriptif : Les polymyxines se fixent au lipide A du LPS via l’attraction 

électrostatique des cations divalents (Ca2+ et Mg2+) qui stabilisent la membrane externe, aboutissant à la 

perméabilisation de la membrane externe bactérienne. Ceci permet à une partie des polymyxines d’accéder par 

la suite à la membrane interne pour la déstabiliser et induire la mort cellulaire ; (LPS : Lipopolysaccharide). 
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II.2.5. Les inhibiteurs de la synthèse du peptidoglycane 

 

 L’action des inhibiteurs de la synthèse du peptidoglycane impacte principalement 

l’assemblage du réseau de la paroi cellulaire. Selon l’antibiotique, trois mécanismes 

d’inhibition sont possibles : 1- Blocage de la synthèse de précurseurs du peptidoglycane au 

sein de la cellule bactérienne ; 2- Encombrement stérique entre les dipeptides d’alanine 

(composant de la chaîne d’acides aminés du MurNAc) et les PLP ; 3- Inactivation des PLP, et 

en particulier les transpeptidases. In fine, il en résulte une déstructuration du peptidoglycane 

amenant ainsi à la mort cellulaire. A ce jour, deux principales catégories d’antibiotiques sont 

utilisées : les glycopeptides et les β-lactamines.  

 

II.2.5.1. Les glycopeptides 

 

 Les glycopeptides ont été mis en évidence dans les années 1950, et de nos jours, deux 

d’entre eux sont utilisés en clinique : la vancomycine et la teicoplanine. Ils ont un spectre 

d’activité de type bactéricide essentiellement dirigé vers les bactéries à Gram positif telles 

que les Staphylococcus, Enterococcus…, qui sont résistantes à d’autres antibiotiques comme 

par exemple les β-lactamines (70). 

Les glycopeptides naturels sont composés d’un noyau peptidique cyclique 

comprenant des résidus acides aminés auxquels sont liés deux osamines. Ces antibiotiques 

se lient à l’extrémité terminale D-Ala-D-Ala des précurseurs du peptidoglycane par des 

liaisons hydrogènes. Ainsi, ils sont à l’origine d’un encombrement stérique entre les acides 

aminés et la PLP, empêchant ainsi la formation de liaisons (70). Toutefois, quelques effets 

secondaires sont présents tels qu’une néphrotoxicité (71). 

 

II.2.5.2. Les β-lactamines 

 

 Les β-lactamines possèdent un large spectre d’activité (bactéries à Gram positif et 

bactéries à Gram négatif), de type bactéricide, avec très peu d’effets secondaires (72). Du fait 

de leur facilité d’obtention et de leur faible coût de production, cette classe d’antibiotique 

est la plus fréquemment utilisée en antibiothérapie. Quatre sous-classes d’antibiotiques sont 
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apparues avec des différences au niveau de leur cycle et de leur chaîne latérale : les 

pénicillines, les céphalosporines, les monobactames et les carbapénèmes (Figure 13). 

L’élément structural commun à cette classe d’antibiotiques est le noyau β-lactame (72). 
 

 

Figure 13 : Les structures des quatre sous-classes de β-lactamines. 

Descriptif : Le noyau β-lactame, entouré en rouge, est la structure commune à ces quatre sous-classes 

d’antibiotiques. 

 

 Chacune de ces sous-classes montre des variations dans leur biodisponibilité et dans 

leur spectre d’activité. Les β-lactamines possède une forte homologie structurale avec le 

dipeptide d’alanine, composant du pentapeptide du groupe MurAc comme montré en 

Figure 14. 

 

Figure 14 : L’homologie structurale entre les pénicillines et le dipeptide d’alanine. 

           Descriptif : Cette homologie structurale est retrouvée pour toutes les sous-classes de β-lactamines. 
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Les β-lactamines sont capables de fixer irréversiblement les PLP, les rendant inactives 

(73). De ce fait, une compétition s’opère entre l’antibiotique β-lactame et le dipeptide 

d’alanine pour la PLP. La fixation irréversible de l’antibiotique sur la PLP empêche la 

formation de liaison entre les acides aminés. Ceci amène ainsi à la déstabilisation du réseau 

du peptidoglycane et à la fragilisation de la paroi cellulaire. L’exemple du mécanisme 

d’action des β-lactamines est montré en Figure 15. 
 

 

Figure 15 : Le mécanisme d’action des β-lactamines au niveau de la synthèse du 

peptidoglycane 

Adapté de Lobanovska M. et al. (74). Descriptif : L’insertion d’une β-lactamine au niveau du site actif des 

transpeptidases rend les PLP inactives et ne sont donc plus capables de former le peptidoglycane ; (PLP : Protéine 

liant les pénicillines). 

 

  En plus de ces sous-classes, il existe des inhibiteurs d’enzymes qui n’ont pas d’activité 

antibiotique mais qui peuvent être coadministrés avec certaines β-lactamines afin d’en 

maximiser les effets (75). En effet, ces enzymes, appelées β-lactamases, ont la capacité 

d’inactiver les antibiotiques β-lactames. Trois groupes de β-lactamases se distinguent : les 

β-lactamases à spectre étroit (pénicillinases et céphalosporinases à spectre étroit), les β-

lactamases à spectre élargi (BLSE) et les carbapénémases. Les principales β-lactamases 

composant ces groupes sont décrites ultérieurement. 

 

II.2.5.2.1. Les pénicillines 

 

Les pénicillines ont été découvertes en 1928 par Alexander Fleming avec la 

benzylpénicilline, appelée la pénicilline G, et ont été parmi les premiers antibiotiques à être 
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produit de manière industrielle. En 1957, l’acide 6-aminopénicillanique (Figure 16) a été isolé 

permettant la conception de nombreuses pénicillines semi-synthétiques (76). 

 

Figure 16 : La structure chimique de l’acide 6-aminopénicillanique. 

 

L’acide 6-aminopénicillanique représente la structure de base des pénicillines qui sont 

formées d’un cycle β-lactame et d’un cycle thiazolidine. Une substitution par acylation avec 

diverses chaînes latérales peut donner des dérivés qui se distinguent par leur 

pharmacocinétique, leur stabilité, le spectre antibiotique et la résistance aux β-lactamases 

(76). Il existe différentes classes de pénicillines (77) : 

- Les pénicillines du groupe G (benzylpénicilline) et V (phénoxypénicilline), d’origine 

naturelle, sont utilisées contre les cocci à Gram positif et Gram négatif ainsi que sur 

quelques bacilles à Gram positif. Ces molécules sont inactivées notamment par les 

pénicillinases de Staphylococcus ; 

- Les pénicillines du groupe M telles que la méticilline, l’oxacilline et la cloxacilline qui 

sont d’origine semi-synthétique, possèdent le même spectre d’activité que le groupe 

G et V mais ne sont pas inactivées par les pénicillinases de Staphylococcus ; 

- Les pénicillines du groupe A, appelées également aminopénicilline, telles que 

l’ampicilline et l’amoxicilline qui sont d’origine semi-synthétique, ont un spectre 

d’activité élargi avec une activité supplémentaire pour les bacilles à Gram négatif tels 

que les entérobactéries. Elles sont inactivées par les pénicillinases de Pseudomonas et 

Staphylococcus ;   

- Les carboxypénicillines et les uréidopénicillines (respectivement la ticarcilline et la 

pipéracilline) qui sont d’origine semi-synthétique, ont le même spectre que les 

pénicillines du groupe A et sont également actives sur les Pseudomonas. Cependant, 

elles sont inactivées par les pénicillinases.  
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II.2.5.2.2. Les céphalosporines 

 

 Les céphalosporines ont été mises en évidence en 1948 avec la céphalosporine C. 

Cette sous-classe se distingue chimiquement des pénicillines par le remplacement du cycle 

thiazolidine par un cycle dihydrothiazine. La structure de base des céphalosporines est 

composée de l’acide 7-aminocéphalosporanique (Figure 17) (76).  

 

Figure 17 : La structure chimique de l’acide 7-aminocéphalosporanique. 

  

 Dès les années 1960, les modifications des chaînes par acylation ont permis d’obtenir 

de nombreux antibiotiques semi-synthétiques avec des spectres d’activité plus larges, de 

meilleurs propriétés pharmacocinétiques et des résistances à certaines β-lactamases (76). 

Cinq générations de céphalosporines ont été développées au cours des dernières décennies 

(72) : 

- Les céphalosporines de première génération (C1G) telles que le céfadroxil et le 

céfazoline ont une activité contre les cocci et les bacilles à Gram positif ainsi que 

contre certains bacilles à Gram négatif tels que les entérobactéries. Elles sont 

relativement résistantes aux pénicillinases mais sont détruites par les 

céphalosporinases à spectre étroit ; 

- Les céphalosporines de seconde génération (C2G) telles que la céfoxitine et le 

céfotétan possèdent un spectre d’activité similaire aux C1G avec un gain d’activité sur 

certaines bactéries à Gram négatif. Elles sont résistantes à certaines 

céphalosporinases à spectre étroit et BLSE ; 
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- Les céphalosporines de troisième génération (C3G) telles que la céftriaxone, le 

céfotaxime, et la céftazidime sont pourvues d’un spectre d’activité accru pour les 

bacilles à Gram négatif (Pseudomonas, Enterobacteriaceae…), en plus des coques et 

bacilles à Gram positif. Elles montrent une bonne résistance à l’inactivation par les 

céphalosporinases à spectre étroit mais sont inactivées par les BLSE ; 

- Les céphalosporines de quatrième génération (C4G) telles que la céfépime et le 

céfpirome ont une activité identique aux C3G. Elles ont une résistance accrue à 

l’inactivation par les céphalosporinases à spectre étroit et aux BLSE ; 

- Les céphalosporines de cinquième génération (C5G) telles que le céftobiprole et la 

céftaroline possèdent un spectre d’activité identique aux C3G. Elles sont une 

catégorie d’antibiotique dédiée à quelques souches spécifiques qui résistent aux 

pénicillines et/ou céphalosporines (par exemple, avec les souches résistantes à la 

méticilline), et contre qui les C3G et C4G n’ont pas d’action.  

 

II.2.5.2.3. Les carbapénèmes 

 

 Les carbapénèmes ont été découverts dans les années 1970 avec la thiénamycine, qui 

a servi de composé modèle pour tous les autres carbapénèmes. La structure chimique des 

carbapénèmes se distingue des pénicillines (au niveau du cycle thiazolidine) par la présence 

d’une double liaison en C2-C3 et la substitution de l’atome de souffre par un atome de 

carbone. De ce fait, sa structure de base est l’acide olivanique (Figure 18) (78). 

 

Figure 18 : La structure chimique de l’acide olivanique. 

 

Les carbapénèmes font partie des antibiotiques utilisés en dernier recours pour traiter 

des infections impliquant des organismes résistants car ils proposent le spectre d’activité le 
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plus large englobant les bactéries à Gram positif et les bactéries à Gram négatif, et montrent 

une grande stabilité envers la quasi-totalité des β-lactamases (β-lactamases à spectre étroit, 

BLSE), à l’exception des carbapénémases (79). 

 De nouveaux carbapénèmes ont été mis au point (ertapénème, doripénème, 

méropénème, tébipénème, biapénème…) avec des modifications chimiques après l’atome 

de souffre. Les groupements fonctionnels ajoutés ont permis de modifier le spectre d’activité 

et la stabilité des produits. L’imipénème et le méropénème restent les plus populaires car ils 

ont le plus large spectre d'activité antibactérienne de toutes les β-lactamines. Les 

carbapénèmes jouent un rôle très important dans le traitement des infections nosocomiales 

dues à des bactéries à Gram négatif (80).  

 

II.2.5.2.4. Les monobactames 

 

 Les monobactames ont été mis en évidence au début des années 1980. Les 

monobactames sont caractérisés par la présence d’un composé acide 2-oxoazétidine-1-

sulfonique avec diverses chaînes latérales. Il s’agit des seuls antibiotiques β-lactames 

monocycliques. L’un des seuls monobactames utilisé en clinique est l’aztréonam (Figure 19). 

Il est essentiellement actif contre les bactéries à Gram négatif, avec un spectre d’activité 

comparable aux C3G. L’aztréonam résiste à l’activité des β-lactamases à spectre étroit 

(pénicillinases et céphalosporinases à spectre étroit) et à certaines carbapénémases 

(métallo-β-lactamases) mais est inactivé par les BLSE (81). 

 

Figure 19 : La structure chimique de l’aztréonam. 
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II.2.5.2.5. Les inhibiteurs des β-lactamases 

 

 L’acide clavulanique est le premier inhibiteur de β-lactamase introduit dans les années 

1970 en médecine clinique. Il ne possède pas d’activité antibactérienne propre et est, de fait, 

toujours associé à une autre β-lactamine possédant cette activité. Les inhibiteurs inactivent 

les β-lactamases produites par la bactérie en s’y fixant de façon irréversible permettant ainsi 

de conserver l’activité de l’antibiotique co-administré (82). Les inhibiteurs des β-lactamases 

sont des dérivés de l’acide clavulanique (Figure 20). Ils sont composés d’un cycle β-lactame 

et d’un cycle de thiazolidine pouvant avoir une substitution de l’atome de soufre par un 

atome d’oxygène ainsi que de groupements fonctionnels. A leur introduction, les inhibiteurs 

des β-lactamases ont été développés pour lutter contre les résistances impliquant des β-

lactamases à spectre étroit. Puis, d’autres inhibiteurs sont apparus pour lutter contre les 

BLSE, et les carbapénémases. Chaque inhibiteur agit principalement sur une classe de β-

lactamases, décrites ultérieurement. L’un des objectifs des prochaines années est de 

concevoir un inhibiteur « universel » capable d’agir sur l’ensemble des β-lactamases (83).  

 

Figure 20 : La structure chimique de l’acide clavulanique. 

  

A ce jour, les plus utilisés sont l’acide clavulanique, le tazobactam ainsi que le 

sulbactam, et plus récemment l’avibactam (75). 

 

II.3. Le devenir des antibiotiques 

 

 Des voies thérapeutiques alternatives à l’antibiothérapie existent mais elles sont peu 

utilisées car elles nécessitent davantage de recherche et d’études cliniques : 1- La 
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phagothérapie ; 2- L’apithérapie ; 3- Les peptides antimicrobiens ; 4- Le transfert du 

microbiote.  

 La phagothérapie consiste à utiliser des bactériophages de type lytique qui sont 

capables d’infecter et de détruire les bactéries. En effet, à la fin de leur cycle de multiplication 

à l’intérieur de la bactérie, ils lysent la paroi de celle-ci afin de se retrouver dans le milieu 

extérieur et infecter d’autres bactéries. Du fait de la spécificité des phages, il faut pour 

chaque infection bactérienne, chercher et identifier le phage efficace (84).  

L’apithérapie repose sur les propriétés anti-infectieuses du miel d’abeille. Il a été 

montré qu’en cas de lésion cutanée, le miel est capable d’agir sur la phase inflammatoire, la 

phase de prolifération bactérienne, et sur la phase de remaniement des cellules cutanées. 

Ses propriétés seraient dues à la présence de péroxyde d’hydrogène, de méthylglyoxal et de 

défensine-1 dans le miel d’abeille (85).  

Les peptides anti-microbiens sont de petites molécules cationiques retrouvées chez 

les mammifères tels que les défensines, la cathélicidine, l’histatine ou encore l’indolicidine, 

qui interagissent avec la membrane bactérienne provoquant la lyse de la bactérie. Ils peuvent 

être utilisés lors d’infections pulmonaires, cutanées ou digestives (86).  

Le transfert du microbiote consiste à transférer le microbiote d’une personne saine 

vers une personne malade afin de restaurer un microbiote normal non pathogène. En effet, 

les traitements divers inculqués à un patient engendrent une sélection de bactéries au niveau 

des microbiotes, parfois néfastes, ce qui provoquent des maladies et des infections (87).  

 

 L’antibiothérapie reste aujourd’hui très répandue dans le monde malgré l’absence de 

découverte de nouveaux antibiotiques depuis les années 1990. Elle est l’une des principales 

voies pour traiter les infections bactériennes. En 2014, une étude a estimé que la résistance 

antimicrobienne pourrait causer 10 millions de décès par an d’ici 2050, contre 700 000 de 

décès par an actuellement (88). En effet, l’utilisation massive d’antibiotiques dans les 

domaines de la médecine humaine et animale engendre de nombreux rejets dans 

l’environnement. Ces concentrations sub-létales d’antibiotiques sont à l’origine d’une 

pression de sélection sur les bactéries favorisant l’émergence de bactéries multi-résistantes 

(BMR) aux antibiotiques, comme démontré dans la Figure 21 (89).  
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Figure 21 : Les taux de croissance bactérienne en fonction de la concentration en 

antibiotique. 

Adapté de Gullberg E. et al. (89). Descriptif : La courbe en bleue correspond à la bactérie sensible. La courbe en 

rouge correspond à la bactérie résistante à l’antibiotique. La plage de concentration d’antibiotique dans la fenêtre 

en jaune (concentration d’antibiotiques sub-létale) indique que la pousse de la bactérie sensible est réduite mais 

pas nulle. Ces concentrations permettent l’émergence de bactéries résistantes à l’antibiotique pouvant atteindre 

la fenêtre orange où de très fortes concentrations d’antibiotique sont nécessaires pour lutter contre les BMR ; 

(BMR : Bactérie multi-résistante). 

 

 Ces bactéries ont ainsi développé un ou plusieurs mécanisme(s) de résistance face 

aux antibiotiques ce qui rend de plus en plus difficile la lutte contre ces dernières. Le choix 

thérapeutique devient restreint du fait de l’absence de nouveaux antibiotiques contre les 

BMR (90). Ce phénomène est devenu l’un des principaux risques pour la santé au niveau 

mondial. 
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Chapitre III : L’antibiorésistance chez les bactéries 

 

 Les antibiotiques ont permis de lutter efficacement contre de nombreuses infections 

bactériennes auxquelles pouvaient être confrontées l’être humain. Néanmoins, l’utilisation 

massive de ces composés a également favorisé l’apparition de mécanismes de défenses 

bactériens à l’origine de la résistance aux antibiotiques. En effet, il a été montré que des 

concentrations sub-létales d’antibiotiques stimulent l’émergence de BMR. 

L’antibiorésistance est due à des gènes qui constituent le « résistome ». Plus la pression de 

sélection est présente, et plus le risque d’augmenter la diversité du « résistome » est 

important. De ce fait, la compréhension de l’histoire de la résistance aux antibiotiques est 

primordiale pour prédire son évolution future et adapter au mieux l’antibiothérapie (91). 

 

III.1. La résistance aux antibiotiques 

 

 La résistance d’une souche bactérienne à un antibiotique peut être intrinsèque ou 

extrinsèque. La résistance intrinsèque est propre à l’ensemble des souches d’une même 

espèce, et est portée par le chromosome qui est transmis verticalement de génération en 

génération. Une résistance extrinsèque est présente dans une proportion variable des 

souches d’une même espèce. Elle dérive généralement d’une modification génétique due 

soit à une mutation spontanée (processus naturel) ou médiée (concentration en antibiotique 

sub-létale), soit à l’acquisition de matériels génétiques (transposons, intégrons, plasmides). 

Dans ce dernier cas, elle est transmissible horizontalement d’une souche à une autre (92). 

 La CMI est l’un des paramètres qui permet de caractériser un couple 

antibiotique/bactérie. Elle varie en fonction du niveau de résistance de la bactérie envers la 

molécule testée. Plusieurs méthodes existent pour déterminer cette CMI (méthodes décrites 

précédemment : test de diffusion sur disque, test de microdilution en milieu liquide), et des 

méthodes de substitutions disponibles dans le commerce telles que les tests de dilution en 

milieu solide et les méthodes semi-automatiques, qui doivent répondre à des 

recommandations issues d’organismes agréés. Ainsi, pour une souche donnée, une CMI de 



 

80 

référence ainsi que des concentrations critiques sont définies, basées sur des référentiels de 

microbiologie tels que : 

- Le comité européen pour les tests de sensibilité aux antimicrobiens (EUCAST : 

European committee on antimicrobial susceptibility testing), pour l’Europe 

- L’institut des normes cliniques et de laboratoire (CLSI : Clinical and laboratory 

standards institute), pour les États-Unis.  

 

 Pour prédire l’issue thérapeutique d’un traitement antibiotique, la CMI obtenue d’un 

couple antibiotique/bactérie est comparée aux concentrations critiques fournies par les 

référentiels de microbiologie, que sont la concentration critique basse (c) et la concentration 

critique haute (C). La c est la concentration sérique obtenue pour une posologie d’usage. La 

C correspond à la posologie maximale tolérée. Il est à noter que plus la CMI est élevée, plus 

elle s’approche de la C, et plus le risque d’échec thérapeutique est important. Cette 

comparaison permet ainsi de classer la souche dans une des catégories cliniques suivantes 

(Figure 22) (93) : 

- Souche sensible (SS) : la CMI est inférieure à la c, avec une forte probabilité de succès 

thérapeutique 

- Souche résistante (SR) : la CMI est supérieure à la C, avec une forte probabilité d’échec 

thérapeutique 

- Souche intermédiaire (SI) : la CMI se situe entre la c et la C, avec une probabilité de 

succès thérapeutique imprévisible dépendant des incertitudes techniques et 

biologiques. 

 

Figure 22 : Les catégories cliniques des bactéries selon la CMI. 

Descriptif : Une souche sensible a une CMI inférieure à c. Une souche intermédiaire a une CMI comprise entre c 

et C. Une souche résistante a une CMI supérieure à C ; (< : inférieur ; > : supérieur ; CMI : Concentration minimale 

inhibitrice ; c : Concentration critique basse ; C : Concentration critique haute). 
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III.1.1. L’origine de l’antibiorésistance 

 

 Suite à la découverte de la pénicilline en 1928, son utilisation n’a fait que croître 

permettant de réduire considérablement la mortalité due à des maladies infectieuses 

bactériennes. Dès 1940, la première résistance diminuant l’efficacité de la pénicilline contre 

certaines bactéries a été identifiée (94). En effet, avec l’utilisation massive des antibiotiques, 

les résistances à ces derniers surviennent généralement quelques années après leur 

utilisation en médecine clinique. Il est à noter que les antibiotiques, dépendant de leur 

spectre d’activité, ciblent l’ensemble de la flore microbienne. De ce fait, toutes les bactéries 

sont susceptibles d’acquérir de nouveaux mécanismes de résistance aux antibiotiques en 

complément de ceux que certaines d’entre elles possèdent. De plus, la plupart des agents 

antimicrobiens utilisés dans la pratique clinique sont (ou dérivent) des molécules présentes 

naturellement dans l’environnement ou produites naturellement par un micro-organisme. 

Ainsi, la dissémination dans l’environnement et l’acquisition de gènes de résistance sont 

davantage favorisées amenant à des échecs thérapeutiques (92), avec une estimation de 10 

millions de décès par an d’ici 2050 si la résistance aux antibiotiques n’est pas endiguée (88). 

 

III.1.2. Le concept « One Health » 

 

 De plus en plus d’études montrent l’interconnection entre les différents réservoirs que 

sont l’homme, la faune, la flore et l’environement dans différents domaines de la santé. Cette 

constatation a débouché sur la notion de « One Health » qui reflète la nécessité d’avoir une 

approche globale pour résoudre certaines problématiques de santé (95).  

Depuis des décennies, les antibiotiques constituent la solution thérapeutique face aux 

infections bactériennes pour la médecine humaine et vétérinaire. Leur utilisation massive à 

l’échelle planétaire a favorisé leur dissémination, ce qui a favorisé la sélection de bactéries 

résistantes dans les différents réservoirs. En outre, l’antibiorésistance est présente à 

l’interface de trois domaines : la médecine humaine, la médecine animale et la santé 

environnementale (Figure 23) (96).  
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Figure 23 : La résistance aux antibiotiques au sein du concept « One Health ». 

Adapté de Inrae.fr, One health - une seule santé (97). Descriptif : Les trois piliers du concept « One Health » sont 

la médecine humaine, la médecine animale, et la santé de l’environnement. 

 

Depuis quelques années, des actions (partenariats des différents secteurs, 

communications…) regroupant différents acteurs au niveau national (98), européen (99) et 

international (100), ont été initiées afin de lutter efficacement contre l’antibiorésistance en 

prenant en compte les différents réservoirs et en adoptant une approche globale. 

 

III.2. Les bactéries multi-résistantes majeures    

 

 Les infections dues aux BMR constituent un problème majeur de santé publique 

partout dans le monde car elles ont la capacité de résister à au moins une famille 

d’antibiotiques. Des impasses thérapeutiques apparaissent, et les professionnels de santé se 

retrouvent dans l’incapacité de soigner un patient. Ainsi, le coût humain et économique des 

infections à BMR ne cesse de croître (88).  

En Europe, sept BMR sont omniprésentes et sont la cause principale de mortalité liée 

à l’antibiorésistance.  
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III.2.1. Escherichia coli 

 

 Escherichia coli est un bacille à Gram négatif et est constitutive du microbiote 

intestinal chez l’Homme. Elle est à l’origine d’infection intra-abdominales, du sang, des voies 

urinaires, et provoque également des méningites néonatales. La résistance chez Escherichia 

coli s’acquiert soit par des mutations, soit par l’acquisition d’EGM codant pour des 

mécanismes de résistance tels que la production de BLSE ou de carbapénémases. D’autres 

mécanismes de résistance tels que des pompes à efflux ou une imperméabilité de la 

membrane s’ajoutent causant une multirésistance aux antibiotiques. En 2018, à l’échelle 

européenne, 58,3 % des isolats d’E.coli étaient résistants à au moins un des groupes 

d’antibiotiques, à hauteur de 57,4 % pour les aminopénicillines, 25,3 % pour les quinolones, 

15,1 % pour les C3G, 11,1 % pour les aminoglycosides et <1 % pour les carbapénèmes (101).  

 

III.2.2. Klebsiella pneumoniae 

 

 Klebsiella pneumoniae est un bacille à Gram négatif et est retrouvée dans le tractus 

gastro-intestinal, la peau et les voies respiratoires de l’Homme. La majorité des infections 

causées par Klebsiella pneumoniae sont d’origine nosocomiale. A l’instar d’Escherichia coli, 

Klebsiella pneumoniae peut également être résistante à de multiples agents antimicrobiens 

par le biais des EGM. De plus, intrinsèquement, Klebsiella pneumonia possède le gène de 

résistance aux aminopénicillines. En 2018, à l’échelle européenne, 37,2% des isolats de 

Klebsiella pneumoniae étaient résistants à au moins un des groupes antimicrobiens, à 

l’exception des aminopénicillines, à hauteur de 31,7 % pour les C3G, 31,7 % pour les 

quinolones, 22,7 % pour les aminoglycosides, et 7,5 % pour les carbapénèmes (101).  

 

III.2.3. Pseudomonas aeruginosa 

 

 Pseudomonas aeruginosa est un bacille à Gram négatif, ubiquitaire, retrouvé dans les 

sols et les milieux humides. Il est l’une des causes majeures d’infections chez les patients 

hospitalisés avec une déficience immunitaire. Il est à l’origine de pneumonies, d’infections 
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du sang et des voies urinaires. Intrinsèquement, P. aeruginosa peut être résistant à la majorité 

des agents antimicrobiens en raison de son imperméabilité membranaire relativement 

élevée. Toutefois, certains quinolones et β-lactamines ou certains aminoglycosides, sont 

encore actifs sur ces bactéries. D’autres mécanismes de résistance peuvent être acquis par 

le biais d’EGM. En 2018, à l’échelle européenne, 32,1 % des isolats d’P. aeruginosa étaient 

résistants à au moins un des groupes antimicrobiens, à hauteur de 19,7 % pour les 

quinolones, 18,3 % pour les uréidopénicillines + inhibiteurs des β-lactamases, 17,2 % pour 

les carbapénèmes, 14,1 % pour les C3G, et 11,8 % pour les aminoglycosides (101). 

 

III.2.4. Acinetobacter spp. 

 

 Les espèces d’Acinetobacter (Acinetobacter baumannii, Acinetobacter pittii, 

Acinetobacter nosocomialis…) sont des bacilles à Gram négatif et sont largement répandues 

dans les sols et les milieux humides. Elles sont largement associées aux infections 

nosocomiales et peuvent être impliquées dans des pneumonies, les infections du sang, des 

voies urinaires et de plaies. A l’instar de P. aeruginosa, les espèces d’Acinetobacter possédent 

également une résistance intrinsèque à la plupart des agents antimicrobiens en raison de 

leur imperméabilité membranaire relativement élevée. Certaines quinolones, certains 

aminoglycosides et carbapénèmes, et les polymyxines sont encore efficaces sur ces espèces. 

La résistance acquise de ces bactéries apparaît soit par mutations dans le chromosome 

bactérien, soit par l’acquisition d’EGM. En 2018, à l’échelle européenne, 56,4 % des isolats 

d’Acinetobacter spp. étaient résistants à au moins un des groupes antimicrobiens, à hauteur 

de 36,2 % pour les quinolones, 31,9 % pour les aminoglycosides, et 31,9 % pour les 

carbapénèmes (101). 

 

III.2.5. Streptococcus pneumoniae 

 

 Streptococcus pneumoniae est un coccus à Gram positif et est présent au niveau des 

voies respiratoires chez l’Homme. Cette bactérie peut provoquer une pneumonie, une 

bronchite, des infections de l’oreille et du sang ainsi qu’une méningite. S. pneumoniae 

possède divers mécanismes de résistances acquis tels que la résistance à la pénicilline qui 
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consiste en une altération des PLP ; la résistance aux macrolides due à des mutations 

ribosomiques ; l’efflux de l’antibiotique en dehors de la cellule. En 2018, à l’échelle française, 

les isolats de S. pneumoniae résistants à la pénicilline étaient de 29,1 % et ceux résistants aux 

macrolides de 23,9 %. Les souches présentant les deux résistances représentaient 20,4 % des 

isolats (101).  

 

III.2.6. Staphylococcus aureus 

 

 Staphylococcus aureus est un coccus à Gram positif, et est retrouvé fréquemment sur 

la peau et dans les narines humaines. Cette bactérie est impliquée dans les infections 

d’origine communautaire et sanitaire telles que les infections de la peau, des tissus mous, et 

du sang. S. aureus a acquis des gènes de résistance à certains β-lactamines et glycopeptides 

par l’expression de variants de PLP avec une affinité réduite pour ces antibiotiques. 

Cliniquement, plusieurs groupes de bactéries résistantes se distinguent tels que les S. aureus 

résistants à la pénicilline, les S. aureus résistants à la vancomycine, les S. aureus résistants à 

la méticilline (MRSA : Methicillin-resistant Staphylococcus aureus). Le groupe MRSA est le 

plus répandu et représenté par S. aureus. En 2018, à l’échelle européenne, 19,3 % des isolats 

d’ S. aureus étaient résistants à au moins un des groupes antimicrobiens, à hauteur de 16,4 

% pour les MRSA (101). 

 

III.2.7. Enterococci spp. 

 

 Les espèces Enterococci sont des cocci à Gram positif et sont ubiquitaires dans le 

microbiote normal du tractus gastro-intestinal de l’Homme. Elles ont la capacité de 

provoquer diverses infections telles que des infections urinaires et sanguines, des 

endocardites, des péritonites ou encore des abcès intra-abdominaux. Les deux espèces les 

plus représentatives des infections cliniques chez l’Homme sont Enterococcus faecalis et 

Enterococcus faecium. Intrinsèquement, les espèces d’Enterococci sont résistantes à une large 

gamme d’agents antimicrobiens tels que certaines β-lactamines, sulfonamides et certains 

aminoglycosides. Par nature, ils sont peu sensibles aux β-lactamines en raison de la faible 
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affinité de leurs PLP pour ces antibiotiques. L’acquisition d’EGM a renforcé cette résistance. 

En conséquence, deux grands groupes de bactéries résistantes sont apparus : les Enterococci 

résistants à la vancomycine et les Enterococci résistants aux glycopeptides. En 2018, à 

l’échelle européenne, E. faecalis est principalement résistant à la gentamicine 

(aminoglycoside) et E. faecium résistant à la vancomycine, respectivement à hauteur de 27,1 

% et 17,3 % (101). 

 

III.3. Les mécanismes de résistance 

 

 Les antibiotiques ont pour but d’arrêter ou de perturber les fonctions cellulaires 

essentielles des bactéries. Néanmoins, ces micro-organismes ont développé des 

mécanismes de résistance qui exploitent toutes les stratégies possibles pour empêcher 

l’action de ces molécules. Les principaux types de résistance sont représentés en Figure 24 

(92) : 

- L’imperméabilité face aux antibiotiques ; 

- L’efflux des molécules d’antibiotiques en dehors de la cellule bactérienne ; 

- Les modifications de la cible thérapeutique ; 

- Les modifications de l’antibiotique. 
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Figure 24 : Les principaux mécanismes de résistance aux antibiotiques chez la bactérie. 

Adapté de Lewis K. (41). Descriptif : Les principales résistances sont : 1- L’imperméabilité face aux antibiotiques ; 

2- L’efflux des molécules d’antibiotiques en dehors de la cellule bactérienne ; 3- Les modifications de la cible 

thérapeutique (mutation ou surproduction) ; 4- Les modifications ou l’inactivation enzymatique de l’antibiotique. 

 

III.3.1. L’imperméabilité aux antibiotiques 

 

 Les cibles d’une grande partie des antibiotiques sont intracellulaires ce qui implique 

que la molécule doit traverser la paroi cellulaire ainsi que la membrane interne pour exercer 

ses propriétés antimicrobiennes. Chez les bactéries à Gram négatif, ce passage est davantage 

réduit à cause de la membrane externe et s’effectue via des porines (92). Ces porines sont 

les principales actrices de la perméabilité membranaire. Différentes altérations de ces 

structures peuvent être à l’origine d’une résistance aux antibiotiques (92) :  
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- Un changement du type de porines exprimées ; 

- Une modification dans le niveau d’expression des porines ; 

- Une mutation modifiant la spécificité de la porine. 

 

Une étude a recensé l’ensemble des porines existantes et leurs potentielles 

implications dans la résistance aux antibiotiques (30). 

 

III.3.2. L’efflux des molécules d’antibiotiques 

 

 Les bactéries possèdent des systèmes de machinerie complexes permettant 

l’élimination des déchets du métabolisme hors de la cellule bactérienne : les pompes à efflux. 

Ces pompes sont à l’origine de la résistance antimicrobienne via deux mécanismes : 1- Une 

surexpression des pompes d’efflux, 2- L’efficacité des pompes d’efflux est augmentée par 

des substitutions d’acides aminées dans leurs séquences. L’objectif est de limiter 

l’accumulation de l’antibiotique à l’intérieur de la bactérie. Il existe cinq grandes familles de 

pompes à efflux (Figure 25) (102) : 

- La superfamille des facilitateurs (MFS : Major Facilitator Superfamily) ; 

- La famille de multirésistance aux médicaments (SMR : Small Multidrug Resistance) ; 

- La famille d’extrusion de composés toxiques et multidrogues (MATE : Multidrug And 

Toxic compounds Extrusion) ; 

- La famille résistance-nodulation-division (RND : Resistance-Nodulation cell Division) ; 

- La famille des cassettes de liaison ATP (ABC : ATP-binding cassette). 
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Figure 25 : Les cinq grandes familles de pompes à efflux. 

Adapté de Cattoir V. (103). Descriptif : Les cinq grandes familles de pompes à efflux sont : 1- MFS (Major Facilitator 

Superfamily) : la superfamille des facilitateurs ; 2- SMR (Small Multidrug Resistance) : la famille de multirésistance 

aux médicaments ; 3- MATE (Multidrug And Toxic compounds Extrusion) : la famille d’extrusion de composés 

toxiques et multidrogues ; 4- RND (Resistance-Nodulation cell Division) : la famille résistance-nodulation-

division ; 5- ABC : ATP-binding cassette) : la famille des cassettes de liaison ATP). 

 

 Selon l’espèce bactérienne, ces familles diffèrent en termes de conformation 

structurelle, de source d’énergie et de spécificité du substrat. La résistance aux antibiotiques 

est médiée par l’efficacité d’efflux des pompes et par leur surexpression, abaissant la 

concentration intracellulaire de l’antibiotique afin que le micro-organisme devienne moins 

sensible à l’agent antimicrobien (102).  

 

III.3.3. Les modifications de la cible thérapeutique  

 

Un autre levier pour développer une résistance aux antibiotiques est la cible 

thérapeutique. Pour ce faire, différentes stratégies sont utilisées par les bactéries : 

- Les mutations de la cible ; 

- Les altérations enzymatiques de la cible ; 

- Le remplacement de la cible ; 

- La surproduction de la cible. 
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III.3.3.1. Les mutations de la cible 

 

 Les mutations de la cible résultent de mutations spontanées de certaines bases au 

sein de gènes les codant. Cette modification permet dans certains cas de diminuer l’affinité 

de l’antibiotique pour sa cible sans impacter l’activité de cette dernière. L’un des exemples 

de résistance est le développement de la résistance à la rifampicine (ansamycine) qui inhibe 

la transcription au niveau de l’initiation (104). 

 

III.3.3.2. Les altérations chimiques de la cible 

 

 Les altérations enzymatiques sur la cible correspondent à l’ajout de groupements de 

méthylation, d’acétylation et/ou de phosphorylation. Ces groupements permettent de 

réduire l’affinité que possède l’antibiotique pour sa cible. L’un des exemples le mieux 

caractérisé est la méthylation d’un résidu d’adénine du domaine V de l’ARN 23S de la sous-

unité ribosomique 50S par une enzyme Erm qui altère la liaison des macrolides (105). 

 

III.3.3.3. Le remplacement de la cible 

 

 La cible initiale peut également être remplacée par une autre structure possédant les 

mêmes fonctions biochimiques mais qui n’est pas inhibée par l’antibiotique. Un des 

exemples est l’acquisition par Staphylococcus aureus d’une PLP exogène (PLP2a) portée par 

le gène mecA. Cette PLP a une faible affinité pour les β-lactamines rendant la plupart des β-

lactamines inefficaces contre cet agent (Figure 26) (106). 

 

Figure 26 : Le remplacement de la cible des β-lactamines comme outil de résistance. 

Adapté de Murphy J. et al. (107). 
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III.3.3.4. La surproduction de la cible 

 

 La bactérie peut également induire une hyperproduction de la cible. Ainsi, même en 

présence d’antibiotique à la concentration thérapeutique, le micro-organisme devient moins 

sensible à l’agent antimicrobien. L’un des exemples est le développement de la résistance 

au couple triméthoprime-sulfaméthoxazole où la surproduction des enzymes impliquées 

dans la synthèse du folate (mutations dans la région promotrice de l’ADN codant pour ces 

enzymes) permet la survie bactérienne même en présence de ces antibiotiques (108).  

 

III.3.4. Les modifications de l’antibiotique 

 

L’une des stratégies bactériennes la plus efficace pour faire face aux antibiotiques 

consiste à produire des enzymes qui inactivent l’antibiotique, soit par l’ajout de fonctions 

chimiques, soit par l’hydrolyse de l’antibiotique. Dans les deux cas, l’antibiotique devient 

incapable d’interagir avec sa cible. 

 

III.3.4.1. Les altérations chimiques de l’antibiotique 

 

 Les altérations chimiques induites sur l’antibiotique correspondent à l’ajout de 

groupements adényl, acétyl et/ou de phosphoryl, tant chez les bactéries à Gram négatif que 

les bactéries à Gram positif. Ces ajouts induisent une baisse de l’affinité de l’antibiotique 

pour sa cible, et sont généralement impliqués dans la résistance aux antibiotiques inhibitant 

la synthèse des protéines au niveau des ribosomes (aminoglycosides, macrolides et 

apparentés) (105,109). 

 

III.3.4.2. La dégradation enzymatique de l’antibiotique 

 

 Certaines bactéries sont capables de synthétiser des enzymes qui ont la capacité 

d’hydrolyser des antibiotiques. Cette hydrolyse provoque une modification de la structure 

de l’antibiotique qui ne peut plus interagir avec sa cible. Ce mode d’action est l’un des 
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principaux mécanismes utilisés par les bactéries pour être résistantes aux β-lactamines. Cette 

résistance est basée sur la production de β-lactamases qui hydrolysent la liaison amide du 

cycle β-lactame comme illustré en Figure 27 (92). 

 

Figure 27 : La dégradation enzymatique de la pénicilline par une β-lactamase. 

Descriptif : L’exemple des pénicillines est représenté où la β-lactamase se fixe au niveau du noyau β-lactame pour 

permettre son ouverture. Puis, l’enzyme est relarguée grâce à l’ajout d’une molécule d’eau (H20). Dès l’ouverture 

du cycle β-lactame, l’antibiotique est inactif. Le même mécanisme de dégradation enzymatique est employé pour 

toutes les β-lactamines. 

  

Chez les bactéries à Gram négatif et plus particulièrement, les entérobactéries, la 

production de β-lactamases est le principal moyen de résistance aux antibiotiques. Les 

premières β-lactamases ont été décrites au début des années 1940 (94) et à ce jour, de 

nombreuses études répertorient les découvertes des différentes β-lactamases, compilées 

sous une base de données (http://bldb.eu/) pour la comparaison de leurs structures, de leurs 

fonctions, et de leurs spécificités (110). Dans cette base de données, les β-lactamases sont 

regroupées en quatre classes (Classes A, B, C et D), en fonction de leurs homologies 

structurales : il s’agit de la classification de Ambler (111–113).  

  

http://bldb.eu/
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Chapitre IV : Les entérobactéries et les β-

lactamases 

 

 Pendant de nombreuses années, les quinolones et les céphalosporines constituaient 

une ligne de défense efficace contre les nombreuses infections dues aux entérobactéries. 

Néanmoins, la capacité de ces bactéries à s’adapter à l’environnement et à se transférer des 

EGM ont favorisé l’apparition des mécanismes de résistance aux antibiotiques. Cette 

évolution est en grande partie due à l’apparition et à la dissémination de β-lactamases dont 

le spectre d’activité s’est élargi pour couvrir non seulement les pénicillines (pénicillinases), 

mais également les céphalosporines (céphalosporinases à spectre étroit et BLSE) et les 

carbapénèmes (carbapénémases) (114). Toutefois, malgré le nombre important de β-

lactamases, les β-lactamines restent la meilleure approche pour lutter contre les infections 

liées aux entérobactéries grâce à l’identification de synergies entre les β-lactamines 

existantes et d’autres classes d’antibiotiques, ainsi qu’à l’introduction de nouvelles β–

lactamines (115).  

 

IV.1. L’évolution de l’antibiorésistance chez les entérobactéries  

 

La famille des Enterobacteriaceae est composée de plusieurs genres bactériens 

(Escherichia spp., Enterobacter spp., Klebsiella spp., Yersinia spp., Shigella spp., Salmonella 

spp….), définis comme des bacilles à Gram négatif. Ces bactéries représentent une part 

importante du microbiote intestinal de l’Homme et des animaux à l’origine de leur 

dénomination. En outre, Escherichia coli correspond à 80 % de la flore aérobie. Une 

transmission est possible entre l’Homme et l’animal de certaines espèces. Néanmoins, bien 

qu’elle ne provoque habituellement pas de maladie, certaines entérobactéries sont des 

pathogènes opportunistes et occupent une place non négligeable en pathologie infectieuse 

(116). Elles sont à l’origine d’infections urinaires, pulmonaires, de plaies et de septicémies 

dans la communauté ainsi que dans les hôpitaux.  



 

94 

Les entérobactéries, du fait de l’apparition et la dissémination de β-lactamases, 

deviennent un problème sanitaire majeur car les traitements pour lutter contre ces agents 

pathogènes deviennent de plus en plus restreints (117). A partir des années 1990, deux 

grands groupes de BMR sont apparus successivement et sont devenus l’une des 

préocuppations majeures dans le traitement des infections communautaires et 

nosocomiales. Ce sont les entérobactéries productrices de β-lactamases à spectre étendu 

(E-BLSE) (118) et les entérobactéries productrices de carbapénémases (EPC) (117).  

 

IV.1.1. Les entérobactéries productrices de β-lactamases à spectre élargi 

 

 Au début des années 1980, le développement des C3G a permis de lutter contre les 

infections liées aux β-lactamases à spectre étroit (pénicillinases et céphalosporinases à 

spectre étroit). Toutefois, dès 1983, un premier cas de résistance chez Klebsiella pneumoniae 

a été observé en Europe, avec l’apparition de BLSE capable d’hydrolyser les C3G. Dans les 

années 1990, de nouvelles BLSE ont émergé et sont devenues rapidement les β-lactamases 

les plus répandues dans les isolats cliniques, principalement chez Escherichia coli. De ce fait, 

afin de lutter efficacement contre les E-BLSE, l’utilisation de carbapénèmes ou de certains 

inhibiteurs de β-lactamases est préconisée car la possibilité que les BLSE hydrolysent ces 

molécules, est réduite (118).   

 

IV.1.2. Les entérobactéries productrices de carbapénémases  

 

 Depuis les années 2000, et à cause de la large diffusion des E-BLSE, il a été nécessaire 

d’utiliser les carbapénèmes de plus en plus souvent comme traitement de lutte contre ces 

BMR (118). A l’origine, les carbapénèmes étaient utilisés pour prévenir et traiter les infections 

nosocomiales car elles sont souvent associées aux techniques développées par la médecine 

moderne telles que la transplantation, les soins intensifs, les chirurgies… L’accroissement de 

leur utilisation a favorisé l’apparition de carbapénémases, en particulier chez Klebsiella 

pneumoniae (119). Ces EPC sont aujourd’hui retrouvées dans le monde entier et peuvent 

déboucher sur des échecs thérapeutiques du fait de l’inefficacité de la quasi-totalité des β-
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lactamines. Toutefois, certaines résistances aux carbapénèmes ne sont pas directement 

corrélées avec la présence d’une carbapénémase. En effet, la synergie entre deux 

mécanismes de résistances telles qu’une BLSE associée à une diminution de la perméabilité 

ou à une augmentation de l’activité des pompes à efflux, favorise l’inefficacité thérapeutique 

des carbapénèmes. De même, en cas de faibles concentrations en carbapénèmes, les BLSE 

peuvent être capable de les hydrolyser. Ainsi, l’interprétation du mécanisme de certaines 

résistances peut être erronée amenant à des traitements non appropriés (120). 

 

IV.2. Les principales variétés de β-lactamases  

 

 Les β-lactamases sont issues de gènes de résistance, appelés bla, qui peuvent être 

présents soit sur le chromosome bactérien, soit sur un plasmide. Ces enzymes peuvent être 

classées en fonction de leurs substrats et de leurs inhibiteurs (par exemple avec la 

classification Bush-Jacoby-Medeiros ; Groupes 1 à 4), ou en fonction de leur homologie de 

séquence en acides aminés (par exemple avec la classification de Ambler ; Classes A à D). La 

classification de Ambler est la plus utilisée et est divisée en quatre classes, illustrées par la 

Figure 28 (111–113). Les β-lactamases des classes A, C et D ont une sérine dans le site actif, 

alors que les β-lactamases de la classe B, également appelées métallo β-lactamases, ont un 

ion zinc dans le site catalytique (121). Il est à noter qu’à chaque classe est/sont associé(s) un 

ou plusieurs inhibiteur(s) de β-lactamases permettant d’inhiber l’activité de ces dernières 

(83,122) :  
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Figure 28 : Les quatre classes de β-lactamases de la classification de Ambler. 

Adapté de Ruppé E. et al. (123). Descriptif : La classe A est composée de sérine-β-lactamases, la classe B de 

métallo-β-lactamases, la classe C de céphalosporinases et la classe D d’oxacillinases ; (C1G : Céphalosporines de 

première génération ; C2G : Céphalosporines de deuxième génération ; C3G : Céphalosporines de troisième 

génération ; C4G : Céphalosporines de quatrième génération).  

 

- Classe A : Les sérines β-lactamases composées de pénicillinases chromosomiques et 

plasmidiques, de BLSE et également de carbapénémases. Les inhibiteurs associés sont 

l’acide clavulanique, le tazobactam, l’avibactam et l’acide borique. 

- Classe B : Les métallo-β-lactamases constituées essentiellement de carbapénémases. 

Les inhibiteurs associés sont : l’éthylènediaminetétraacétique (EDTA) et l’acide 

dipicolinique. 

- Classe C : Les céphalosporinases à spectre étroit composées des AmpC 

chromosomiques surexprimées et des AmpC plasmidiques. Les inhibiteurs associés 

sont l’avibactam et la cloxacilline. 

- Classe D : Les oxacillinases définies par les enzymes de type OXA pouvant être des 

pénicillinases, des BLSE ou des carbapénémases. Les inhibiteurs (action avérée selon 

l’OXA impliquée) associés sont l’acide borique, l’acide clavulanique, le tazobactam et 

l’avibactam. 
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Pour la description des différentes β-lactamases dans la suite de cette introduction, 

trois groupes de β-lactamases sont identifiés et regroupés en fonction de leurs substrats : 

les β-lactamases à spectre étroit (pénicillinases et céphalosporinases à spectre étroit), les 

BLSE et les carbapénémases. 

 

IV.2.1. Les β-lactamases à spectre étroit  

 

Les β-lactamases à spectre étroit sont les premières β-lactamases mises en évidence 

en 1940 chez Escherichia coli avec pour substrat, les pénicillines (94). L’utilisation massive 

des pénicillines puis des C1G/C2G dans le domaine de la médecine, a engendré une pression 

de sélection sur les bactéries favorisant l’émergence de bactéries résistantes. L’efficacité 

thérapeutique de ces β-lactamines s’est donc rapidement atténuée avec l’émergence de ces 

premières β-lactamases (77), que sont les enzymes TEM, les enzymes SHV et les AmpC. 

 

IV.2.1.1. Les β-lactamases à spectre étroit de type TEM 

 

Les β-lactamases à spectre étroit de type TEM sont classées dans le groupe A de la 

classification de Ambler. TEM-1 a été mise en évidence pour la première fois en 1965 chez 

Escherichia coli provenant d’un patient d’Athènes, en Grèce (124). La majorité des TEM 

retrouvées à ce jour sont des BLSE et dérivent de TEM-1 ou TEM-2 par mutations ponctuelles. 

TEM-1, TEM-2 et TEM-13 sont des β-lactamases à spectre étroit et sont seulement capables 

d’hydrolyser les pénicillines (125). Également, certaines TEM ont une affinité réduite pour les 

inhibiteurs de β-lactamases et sont appelées TEM résistantes aux inhibiteurs. Ces dernières 

ont une activité négligeable contre les céphalosporines à spectre étendu (C3G, C4G et C5G) 

et ne sont pas considérées comme des BLSE (126). 

 

IV.2.1.2. Les β-lactamases à spectre étroit de type SHV 

 

Les β-lactamases à spectre étroit de type SHV sont classées dans le groupe A de la 

classification de Ambler. La SHV-1 a été décrite chez Klebsiella pneumoniae avec une activité 
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hydrolytique contre les pénicillines (127). La majorité des SHV retrouvées à ce jour sont des 

BLSE et dérivent de SHV-1 (pénicillinase) ou SHV-2 (BLSE) (125). 

 

IV.2.1.3. Les β-lactamases à spectre étroit de type AmpC 

 

 Les AmpC sont retrouvées dans le groupe C de la classification de Ambler. Elles sont 

généralement codées sur le chromosome de nombreuses bactéries à Gram négatif, dont 

Citrobacter spp., Serratia spp. et Enterobacter spp., et où l’expression de ces AmpC est 

généralement inductible et confère une résistance à la plupart des pénicillines, aux 

inhibiteurs de β-lactamases et certaines céphalosporines (C1G, C2G) (128). Chez Escherichia 

coli, qui exprime faiblement les AmpC d’origine chromosomique, sa production peut 

augmenter en dupliquant le gène AmpC ou par mutation du promoteur (129).  

Les AmpC peuvent être également portées par des plasmides chez des espèces 

bactériennes dépourvues des gènes chromosomiques AmpC comme chez Klebsiella spp. 

(125). Parmi les AmpC plasmidiques, les deux AmpC plasmidiques avec une forte prévalence 

sont DHA et CMY. DHA-1 a été découverte au début des années 1990 chez Salmonella 

enteritidis et CMY-1 a été retrouvée dans la fin des années 1980 chez Klebsiella pneumoniae 

(130). Par exemple, dans les milieux cliniques portugais et parmi les AmpC plasmidiques, 

DHA-1 a une prévalence de 94 % (131). D’autres AmpC à très faibles prévalences sont 

retrouvées telles que les enzymes ACC, ACT, FOX, MOX… (130). Souvent, les producteurs 

d’AmpC sont porteurs d’autres résistances telles que les BLSE et/ou carbapénémases (128).  

 

IV.2.2. Les β-lactamases à spectre étendu  

 

 Avec l’utilisation massive des C3G dans les années 1980, les BLSE se sont développées 

rapidement. Puis, au cours de ces dernières années, de nombreux groupes de BLSE sont 

apparus et sont de plus en plus répandus dans le monde : les enzymes TEM, les enzymes 

SHV, les enzymes CTX-M, les enzymes GES, les enzymes PER, les enzymes OXA, et les BLSE 

mineures telles que les enzymes VEB, SFO, BES… Ces BLSE possédent une activité 

hydrolytique sur les pénicillines, les céphalosporines (C1G à C5G) et l’aztréonam. Elles sont 
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retrouvées chez plusieurs espèces bactériennes comme les entérobactéries, Pseudomonas 

spp. et Acinetobacter spp. (132).  

 

IV.2.2.1. Les BLSE de type SHV 

 

 Les BLSE de type SHV sont classées dans le groupe A de la classification de Ambler. 

La majorité des dérivés de SHV-1 ont un phénotype de BLSE. SHV-2 est la première des BLSE 

a être découverte chez Klebsiella pneumoniae en 1983 (133). De nos jours, SHV-5 et SHV-12 

sont les plus fréquentes en Europe. Elles sont répandues chez plusieurs entérobactéries mais 

également chez Pseudomonas spp. et Acinetobacter spp. (132). Plus de 240 variants de SHV 

existent et sont répertoriés dans une base de données (http://bldb.eu/) (110). 

 

IV.2.2.2. Les BLSE de type TEM 

 

 Les BLSE de type TEM sont classées dans le groupe A de la classification de Ambler. 

De nombreux dérivés de TEM-1 et TEM-2 ont un phénotype de BLSE. En Europe, les plus 

représentées sont : TEM-24 chez Enterobacter aerogenes, TEM-3 et TEM-4 chez Klebsiella 

pneumoniae et TEM-52 chez Salmonella enterica et Escherichia coli. Elles sont principalement 

répandues chez les entérobactéries mais aussi chez Pseudomonas aeruginosa (132). A ce 

jour, plus de 250 variants de TEM existent et sont répertoriés dans une base de données 

(http://bldb.eu/) (110). Il existe au sein des TEM, deux sous-groupes de variants issus de 

mutations de TEM-1 et TEM-2 : TEM résistants aux inhibiteurs décrits précédemment dans 

les β-lactamases à spectre étroit et les mutants complexes TEM. Les mutants complexes TEM 

ont une activité hydrolytique caractéristique d’une BLSE pour les céphalosporines (C1G à 

C5G) par rapport aux TEM résistants aux inhibiteurs, et résistent mieux aux inhibiteurs de β-

lactamases (134).  

 

IV.2.2.3. Les BLSE de type CTX-M 

 

 Les BLSE de type CTX-M sont issues du groupe A de la classification de Ambler. La 

première enzyme CTX-M a été découverte en 1989 dans un isolat d’Escherichia coli. Sa 

http://bldb.eu/
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dénomination CTX-M fait référence à son activité hydrolytique forte contre le céfotaxime 

retrouvée chez un patient à Munich. Les CTX-M ont la capacité d’hydrolyser les pénicillines 

et la plupart des céphalosporines (C1G à C5G). Par exemple, la céftazidime est l’une des C3G 

qui garde une activité antimicrobienne même en présence de CTX-M (135). Il est à noter que 

CTX-M-93 posséde une forte activité enzymatique sur la céftazidime et une activité réduite 

sur le céfotaxime et les pénicillines (136). A ce jour, plus de 250 variants CTX-M ont été 

répertoriés dans une base de données (http://bldb.eu/) (110) et classés selon leur homologie 

de séquence en cinq groupes phylogénétiques : CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 et 

CTX-M-25 (137). Récemment, un nouveau groupe phylogénétique a été proposé : CTX-M-

151 (138). En Europe, la répartition des CTX-M est variable et montrée dans la Figure 29. Les 

CTX-M sont exprimées principalement chez les entérobactéries, Pseudomonas spp. et 

Acinetobacter spp. (139). La dissémination de ces enzymes dans le monde n’a fait que croître 

et, pour certaines, est considérée comme la « pandémie CTX-M » (140,141).  

 

Figure 29 : La répartition des variants CTX-M en Europe. 

Adapté de Cantón R. et al. (139). 

http://bldb.eu/
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 Il est à noter que des co-résistances apparaissent de plus en plus où les variants CTX-

M peuvent être associés avec une ou plusieurs carbapénémase(s) rendant difficile le 

traitement du patient. 

 

IV.2.2.4. Les BLSE de type GES 

 

 Les BLSE de type GES appartiennent au groupe A de la classification de Ambler. GES-

1 a été décrite pour la première fois en 1998 chez Klebsiella pneumoniae en France (142). Il 

existe à ce jour plus de 50 variants avec des activités hydrolytiques différentes, soit BLSE, soit 

carbapénémase, répertoriés dans une base de données (http://bldb.eu/) (110). Les variants 

GES ayant une activité BLSE se sont répandus à travers le monde principalement chez 

Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae, avec GES-2 en Afrique 

du sud, GES-5 à GES-8 en Grèce, GES-3/GES-4 au Japon, GES-5 en Corée du Sud, Chine et 

Brésil et GES-9 en France (143–145). 

 

IV.2.2.5. Les BLSE de type PER 

 

 Les BLSE de type PER sont constitutives du groupe A de la classification de Ambler. 

PER-1 a été identifiée en 1993 chez Pseudomonas aeruginosa en Turquie (146). Plus de 15 

variants PER ont été répertoriés avec une activité enzymatique de type BLSE, dans une base 

de données (http://bldb.eu/) (110). PER-1 est principalement retrouvée en Turquie et en 

Corée du sud, et PER-2 n’est présente qu’en Amérique du Sud. Ces variants sont 

généralement trouvés chez Pseudomonas aeruginosa et chez des entérobactéries 

(Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis et Salmonella typhimurium) (147). 

 

IV.2.2.6. Les BLSE de type OXA 

 

 Les BLSE de type OXA sont retrouvées dans le groupe D de la classification de Ambler. 

Elles ont été découvertes en 1991 dans des isolats de Pseudomonas aeruginosa en Turquie, 

résistants à la céftazidime (148). Initialement, la plupart des β-lactamases de type OXA 

hydrolyse uniquement les carbapénèmes mais pas les céphalosporines à spectre étendu 

http://bldb.eu/
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(C3G). Néanmoins, du fait des évolutions par mutations ponctuelles, le spectre d’activité s’est 

élargi vers les céphalosporines. La première OXA capable d’hydrolyser les céphalosporines 

à spectre étendu a été l’OXA-11 (148). A ce jour, plus de 1100 enzymes OXA sont répertoriées 

dans une base de données (http://bldb.eu/), avec une faible quantité de BLSE de type OXA 

(10-15 %) (110). Elles sont trouvées principalement chez Pseudomonas aeruginosa, 

Acinetobacter baumanii et chez quelques entérobactéries (149). Il existe peu de données 

épidémiologiques sur la propagation géographique des BLSE de type OXA (132). 

 

IV.2.2.7. Les BLSE minoritaires 

 

 Il existe d’autres BLSE considérées comme minoritaires car elles sont, soit très peu 

répandues, soit identifiées une seule fois. Elles sont classées dans le groupe A de la 

classification de Ambler. Parmi celles-ci, il est possible de citer, les enzymes VEB observées 

en 1996 chez Escherichia coli et dérivées sous 4 variants à ce jour (150), les enzymes SFO 

détectées une seule fois chez Enterobacter cloacae en 1988 au Japon (151), les enzymes BES 

identifiées une fois chez Serratia marcescens en 1996 (152), les enzymes BEL trouvées chez 

Pseudomonas aeruginosa en 2004 (153) et les enzymes TLA décrites une fois chez Escherichia 

coli en 1993 au Mexique (154). 

 

IV.2.3. Les carbapénémases 

 

 Les carbapénèmes sont considérés comme les médicaments de choix pour le 

traitement des infections graves causées par les BLSE. Historiquement, la première 

carbapénémase, l’enzyme NmcA, a été décrite chez une entérobactérie en 1993 (155). Puis, 

une large variété de carbapénémases a été identifiée et leur nombre ainsi que leur 

prévalence n’ont cessé de croître au cours de ces vingt dernières années. Il s’agit d’une 

famille vaste et diversifiée d’enzymes, regroupées dans les classes A, B et D de la 

classification de Ambler qui hydrolysent les carbapénèmes mais également les autres β-

lactamines telles que les pénicillines, monobactames et céphalosporines. Cinq principaux 

groupes de carbapénémases se distinguent du fait de leur prévalence à travers le monde 

(Figure 30) : les enzymes KPC, les enzymes NDM, les enzymes IMP, les enzymes VIM, et les 

http://bldb.eu/
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enzymes OXA-48. D’autres carbapénémases mineures sont apparues également. De plus, 

ces enzymes sont souvent associées à d’autres mécanismes de résistance (156). 

 

Figure 30 : La répartition géographique des cinq principales carbapénémases dans le monde. 

Adapté de Hansen G. T. et al. (156). 

 

IV.2.3.1. Les carbapénémases de type KPC 

 

 Les carbapénémases de type KPC sont dans le groupe A de la classification de Ambler. 

La première KPC a été découverte en 1996 chez Klebsiella pneumoniae dans l’est des États-

Unis (157). En quelques années, les producteurs de KPC se sont répandus dans le monde 

entier et ont été décrits aux États-unis, à Porto Rico, en Colombie, en Grèce, en Israël et en 

Chine. Ces enzymes sont principalement retrouvées dans des isolats de Klebsiella 

pneumoniae, de Escherichia coli et de quelques autres espèces d’entérobactéries (158). De 
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nos jours, plus de 120 variants ont été identifiés dans une base de données (http://bldb.eu/) 

(110). Le niveau de résistance est variable selon le carbapénème, et les options 

thérapeutiques pour les traiter sont de plus en plus faibles à cause du manque de nouveaux 

agents anti-microbiens (159).  

 

IV.2.3.2. Les carbapénémases de type NDM 

 

 Les carbapénémases de type NDM sont dans le groupe B de la classification de 

Ambler. NDM-1 a été identifiée en 2008 chez une entérobactérie en Suède. Elle a été isolée 

à partir d’une bactérie provenant d’un patient indien hospitalisé précédemment à New Delhi 

(160). Depuis, plus de 40 variants de NDM ont été recensés dans une base de données 

(http://bldb.eu/) (110). Ces enzymes sont présentes dans des isolats de Klebsiella 

pneumoniae, d’Escherichia coli et de quelques autres espèces d’entérobactéries, dans la 

plupart des continents exceptés au Canada, en Amérique central et en Amérique du sud 

(161). Tout comme les enzymes KPC, elles confèrent un niveau de résistance variable aux β-

lactamines. Toutefois, la plupart des producteurs de NDM reste sensible à la tigécycline ainsi 

que la colistine, et dans une moindre mesure à la fosfomycine (162). 

 

IV.2.3.3. Les carbapénémases de type IMP 

 

 Les carbapénémases de type IMP sont classées dans le groupe B de la classification 

de Ambler. IMP-1 a été découverte en 1991 chez Serratia marcescens au Japon (163). A ce 

jour, plus de 90 variants de IMP ont été recensés dans une base de données (http://bldb.eu/) 

(110). Depuis, ces producteurs ont été décrits dans le monde entier. Ces enzymes sont 

principalement retrouvées dans des isolats de Klebsiella pneumoniae, de Pseudomonas 

aeruginosa, d’Escherichia coli et de quelques autres espèces d’entérobactéries (164). Elles 

sont souvent impliquées dans des maladies nosocomiales et sont difficiles à traiter car elles 

sont capables d’hydrolyser la totalité des β-lactamines. Cependant, elles restent sensibles à 

l’aztréonam (165).  

 

 

http://bldb.eu/
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IV.2.3.4. Les carbapénémases de type VIM 

 

 Les carbapénémases de type VIM font parties du groupe B de la classification de 

Ambler. VIM-1 a été découverte en 1997 chez Pseudomonas aeruginosa en Italie, chez un 

patient italien à l’hôpital universitaire de Verona (166). Depuis, les carbapénémases de type 

VIM sont présentes dans le monde entier, et en particulier dans le sud de l’Europe et de 

l’Asie. Ces enzymes sont principalement retrouvées chez Pseudomonas aeruginosa et dans 

une moindre mesure dans des isolats d’entérobactéries (167), avec plus de 80 variants 

recensés dans une base de données (http://bldb.eu/) (110). Les enzymes VIM hydrolysent 

les β-lactamines mais restent sensibles, comme IMP, à l’aztréonam (165). 

 

IV.2.3.5. Les carbapénémases de type OXA-48 

 

 Les carbapénémases de type OXA-48 sont retrouvées dans la classe D de la 

classification de Ambler. La première OXA avec une activité enzymatique a été décrite en 

1993 chez Acinetobacter baumannii au Royaume-Uni (168). A ce jour, plus de 1100 enzymes 

OXA sont répertoriées dans une base de données (http://bldb.eu/), avec une grande quantité 

de carbapénémases de type OXA (environ 85-90 %) (110). Désormais, les carbapénémases 

de type OXA peuvent être retrouvées chez une grande partie des entérobactéries (avec les 

OXA-48 principalement), les Pseudomonas spp. ainsi que les Acinetobacter spp. (avec les 

OXA-23, OXA-24/40 et OXA-58), et leur dissémination s’est faite dans le monde entier 

(149,169). Certaines OXA sont sensibles aux céphalosporines à spectre étendu (C3G à C5G), 

mais les options thérapeutiques restent faibles (170). 

 

IV.2.3.6. Les carbapénémases minoritaires  

 

 Il existe d’autres carbapénémases moins répandues dans le monde. Elles sont 

réparties dans les classes A, B, C et D de la classification de Ambler telles que : 1- Classe A : 

les NmcA (171), les enzymes SME (172), les enzymes IMI (173), les enzymes SFC (174), et les 

enzymes GES (une partie des GES est considérée comme des BLSE et l’autre comme des 

carbapénémases) (175), SHV-38 (176); 2- Classe B : les enzymes TMB (177), les enzymes FRI 

http://bldb.eu/
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(178), les enzymes GIM (179), les enzymes AIM (180) ; 3- Classe C : CMY-10 (181) et ACT-28 

(182) ; 4- Classe D : OXA-372 (183). Ces carbapénémases ont des activités hydrolytiques 

variables sur les carbapénèmes et ont, généralement, des activités relativement faibles sur 

les céphalosporines à spectre étendu (C3G à C5G). 
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Chapitre V : La détection des bactéries multi-

résistantes aux β-lactamases 

 

 Pour la détection des β-lactamases et l’identification des souches bactériennes, 

différentes méthodes génotypiques et phénotypiques ont été développées au cours de ces 

dernières années. Chacune de ces méthodes englobe une multitude de tests qui répondent 

à des besoins et à des objectifs différents.  

 Il n’existe pas de test qui à lui seul soit idéal dans toutes les situations, ce qui explique 

la dynamique de développement des tests de diagnostic. Les méthodes génotypiques et 

phénotypiques doivent être utilisées en synergie. Lors du choix d’une stratégie de détection, 

plusieurs facteurs sont à prendre en compte tels que le coût, le délai d’obtention des 

résultats, les performances du test et les informations données par le test. L’identification 

des résistances doit être la plus rapide et précise possible afin d’adapter le traitement des 

patients infectés et de limiter leurs disséminations. Ces tests sont donc importants pour les 

professionnels de santé et pour les acteurs de la prévention des infections au niveau local, 

régional et national. Un tableau récapitulatif présent en Annexe 1 et regroupant les 

caractéristiques des différentes techniques a été établi. Il donne une estimation du coût, du 

délai d’obtention du résultat, des performances, de la nature de la β-lactamase détectée (β-

lactamase à spectre étroit, BLSE et/ou carbapénémase), de la simplicité de réalisation ainsi 

que des principales limites de chaque test. La description de ces tests est réalisée dans la 

suite de ce chapitre. 

 

V.1. Les notions de performances d’un test de diagnostic  

 

 Pour établir un diagnostic et administrer le meilleur traitement, le professionnel de 

santé souhaite avoir en sa possession des outils simples, fiables, performants et peu coûteux. 

Ces tests de diagnostic doivent avoir la capacité d’identifier au sein d’une population les 

individus probablement atteints d’une infection ou d’une maladie, de ceux probablement 

indemnes (stratification des patients). Cette capacité dépend à la fois des performances 
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propres du test, dites performances intrinsèques (sensibilité, spécificité) et des 

caractéristiques de la population testée, dites performances extrinsèques (valeurs 

prédictives) (184).  

 

V.1.1. Les performances intrinsèques  

 

 Dans la démarche de développement d’un test de diagnostic, il est nécessaire de 

déterminer les performances intrinsèques d’un test. Les deux indicateurs sont la sensibilité 

et la spécificité, exprimées en pourcentage. Ces dernières se mesurent par rapport à une 

référence, dite « gold standard », permettant de catégoriser les échantillons de patients en 

« positif » ou « négatif ».  

La sensibilité et la spécificité sont définies et calculées en conditions expérimentales 

et sont indépendantes du type d’échantillon testée. Les résultats des tests peuvent être 

résumés dans un tableau de contingence (Tableau 3) (184). 
 

 

Résultat du test Échantillon positif Échantillon négatif  

Test positif Vrai positif (VP) Faux positif (FP) VP + FP 

Test négatif Faux négatif (FN) Vrai négatif (VN) FN + VN 

 VP + FN FP + VN  

Tableau 3 : Le tableau de contingence pour définir la sensibilité et la spécificité d'un test. 

Adapté de Nendaz M. R. et al. (184). Descriptif : La sensibilité est définie comme (VP/(VP+FN)) et la spécificité 

comme (VN/(FP+VN)) ; (VN : vrai négatif ; VP : vrai positif ; FN : faux négatif ; FP : faux positif). 
 

 

 La sensibilité correspond aux échantillons déclarés positifs avec le test de diagnostic 

(définis comme vrai positif (VP)) parmi l’ensemble des échantillons positifs composés des 

échantillons VP et des échantillons faux négatifs (FN). En terme statistique, il s’agit de la 

probabilité qu’un test réalisé sur un échantillon se révèle positif sachant que l’échantillon est 

positif (184), comme démontré dans l’équation ci-dessous :  

 

𝑆𝑒𝑛𝑠𝑖𝑏𝑖𝑙𝑖𝑡é = 𝑝𝑟𝑜𝑏𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑡é(𝑡𝑒𝑠𝑡 𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑓|é𝑐ℎ𝑎𝑛𝑡𝑖𝑙𝑙𝑜𝑛 𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑓) =
𝑉𝑃

(𝑉𝑃 + 𝐹𝑁)
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La spécificité correspond aux échantillons déclarés négatifs avec le test de diagnostic 

(définis comme vrai négatif (VN)), parmi l’ensemble des échantillons négatifs composés des 

échantillons VN et des échantillons faux positifs (FP). En terme statistique, il s’agit de la 

probabilité qu’un test réalisé sur un échantillon se révèle négatif sachant que l’échantillon 

est négatif (184), comme démontré dans l’équation ci-dessous : 

 

𝑆𝑝é𝑐𝑖𝑓𝑖𝑐𝑖𝑡é = 𝑝𝑟𝑜𝑏𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑡é(𝑡𝑒𝑠𝑡 𝑛é𝑔𝑎𝑡𝑖𝑓|é𝑐ℎ𝑎𝑛𝑡𝑖𝑙𝑙𝑜𝑛 𝑛é𝑔𝑎𝑡𝑖𝑓) =
𝑉𝑁

(𝐹𝑃 + 𝑉𝑁)
 

  

Dans l’évaluation de ces performances, l’objectif est d’atteindre 100% de sensibilité 

et de spécificité. Toutefois, il est important de noter que l’augmentation de la sensibilité d’un 

test se fait toujours au détriment de sa spécificité et inversement. Il est donc rare d’obtenir 

à la fois une sensibilité et une spécificité très élevées ce qui conduit à sélectionner un test 

dont les caractéristiques sont adaptées à la situation clinique (184). 

 

V.1.2. Les performances extrinsèques 

 

 En parallèle de l’étude des performances intrinsèques, les performances extrinsèques 

ont également une importance pour juger de la pertinence d’un test. En outre, elles sont 

définies par deux composantes : la valeur prédictive positive (VPP) et la valeur prédictive 

négative (VPN). La VPP d’un test est la probabilité que la personne soit réellement malade 

si son test en positif. La formule de Bayes permet de calculer la VPP d’un test en fonction de 

sa sensibilité, de sa spécificité et de la prévalence de la maladie. De cette formule, plus la 

spécificité est élevée, plus la VPP est élevée (184) : 

 

𝑉𝑃𝑃 =
(𝑆𝑒𝑛𝑠𝑖𝑏𝑖𝑙𝑖𝑡é ∗ 𝑃𝑟é𝑣𝑎𝑙𝑒𝑛𝑐𝑒)

(𝑆𝑒𝑛𝑠𝑖𝑏𝑖𝑙𝑖𝑡é ∗ 𝑃𝑟é𝑣𝑎𝑙𝑒𝑛𝑐𝑒) + (1 − 𝑃𝑟é𝑣𝑎𝑙𝑒𝑛𝑐𝑒) ∗ (1 − 𝑆𝑝é𝑐𝑖𝑓𝑖𝑐𝑖𝑡é)
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La VPN d’un test est la probabilité que la personne n’ait pas la maladie si son test est 

négatif. La formule de Bayes permet de calculer la VPN d’un test en fonction de sa sensibilité, 

de sa spécificité et de la prévalence de la maladie. De cette formule, plus la sensibilité est 

élevée, plus la VPN est élevée (184). 

 

𝑉𝑃𝑁 =
(𝑆𝑝é𝑐𝑖𝑓𝑖𝑐𝑖𝑡é ∗ (1 − 𝑃𝑟é𝑣𝑎𝑙𝑒𝑛𝑐𝑒))

(𝑆𝑝é𝑐𝑖𝑓𝑖𝑐𝑖𝑡é ∗ (1 − 𝑃𝑟é𝑣𝑎𝑙𝑒𝑛𝑐𝑒) + 𝑃𝑟é𝑣𝑎𝑙𝑒𝑛𝑐𝑒 ∗ (1 − 𝑆𝑒𝑛𝑠𝑖𝑏𝑖𝑙𝑖𝑡é)
 

 

 Ces dernières sont relatives à l’utilisation du test pour une population donnée et 

diffèrent selon les caractéristiques de la population testée. Elles sont définies et calculées en 

situation de pratique quotidienne de diagnostic permettant de juger de la pertinence du test 

dans une population précise. Toutefois, les performances extrinsèques d’un test dépendent 

des performances intrinsèques (sensibilité et spécificité) et de la prévalence de la maladie 

dans une population donnée. Selon la gravité de la maladie, plus les formes graves 

augmentent et plus la sensibilité est élevée et la spécificité est faible. La variation des 

caractéristiques de la population testée, est l’un des biais pour les performances 

extrinsèques du test. Également, la prévalence est impliquée dans la variabilité de ces 

performances. La prévalence est définie comme le nombre de cas de personnes malades à 

un temps donné dans une population. Elle est calculée de la manière suivante (184) :  

 

𝑃𝑟é𝑣𝑎𝑙𝑒𝑛𝑐𝑒 =
𝑉𝑃 + 𝐹𝑁

(𝑉𝑃 + 𝐹𝑁 + 𝐹𝑃 + 𝑉𝑁)
 

 

 En outre, en faisant abstraction des performances intrinsèques du test (sensibilité et 

spécificité), si la prévalence de la maladie est faible, un test positif a de forte chance d’être 

un FP car la probabilité que la personne soit malade est faible (184). 

  

V.2. Les méthodes génotypiques 

 

 Les méthodes génotypiques permettent de détecter des gènes de résistance (comme 

par exemple blaOXA, blaNDM, blaKPC, blaVIM, blaIMP, blaSHV, blaTEM, blaCTX-M, blaCMY, blaACC…) ainsi 
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que de supposer/prévoir l’expression de ces β-lactamases, à partir de colonies isolées sur 

boite ou directement à partir d’échantillons cliniques (hémoculture, urine ou milieu de 

transport d’écouvillon rectal) (185). Ces méthodes sont basées soit sur l’amplification 

génique telle que les techniques de réaction en chaîne par polymérase (PCR : Polymerase 

Chain Reaction), soit sur le séquençage du génome, avec le nouveau séquençage du génome 

(NGS : Next-Generation Sequencing) (186). 

 

V.2.1. L’amplification génique 

 

A l’aide d’amorces spécifiques, la technique d’amplification génique par PCR permet 

de détecter et confirmer la présence des gènes codant pour les β-lactamases, et en 

particulier, d’identifier précisément dans un isolat le type de β-lactamase impliqué. Deux 

principales PCR existent : 

- La PCR en point final : les produits d’amplification sont révélés à la fin de la PCR sur 

un gel d’agarose avec des molécules fluorescentes (bromure d'éthidium/SYBR Green). 

- La PCR en temps réel : les produits d’amplification sont détectés en continu pendant 

la PCR soit grâce à des sondes nucléiques spécifiques marquées avec des molécules 

fluorescentes, soit avec des colorants d’ADN fluorescents non spécifiques.  

 

La PCR en temps réel est généralement utilisée et est un outil puissant dans le 

domaine du diagnostic microbien. Elle permet à la fois de détecter et de quantifier (187).  

 Il existe plusieurs kits commerciaux utilisables sur des colonies isolées, ou directement 

sur des échantillons cliniques. Ces derniers peuvent proposer des détections simplex ou 

multiplex afin d’identifier un ou plusieurs gènes de β-lactamases simultanément (188). Deux 

des principaux kits d’amplification génique utilisés pour la détection et l’identification des 

β-lactamases sont : 

- Le kit « Xpert® Carba-R » qui a la capacité de détecter les gènes de carbapénémases 

via une PCR multiplex en temps réel. 

- Le kit « Check-MDR CT-103” qui a la capacité de détecter les gènes de BLSE et de 

carbapénèmases via l’utilisation d’une PCR multiplex et d’une biopuce à ADN. 
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D’autres kits sont également commercialisés pour la détection et/ou la confirmation 

des gènes de β-lactamases. Ils se différencient par leurs principes théoriques et/ou des 

panels de gènes cibles différents.  

 

  V.2.1.1. Le kit « Xpert® Carba-R » 

 

 La société Cepheid a développé le système automatisé GeneXpert de PCR en temps 

réel. Ce système requiert l’utilisation de cartouches Xpert® Carba-R à usage unique et 

jetables, contenant les réactifs de PCR (sondes nucléiques, fluorochromes...). Ces réactifs 

permettent la détection des gènes de carbapénèmases tels que blaKPC, blaNDM, blaVIM, blaIMP, 

blaOXA, et depuis peu ses dérivés blaOXA-181 et blaOXA-232 qui sont fréquents en France (189). Ce 

système intègre la préparation des échantillons, l’extraction et l’amplification des ADNs 

cibles, et la détection de(s) séquence(s) cible(s) dans des échantillons simples (colonies 

bactériennes) ou complexes (échantillons biologiques) à l’aide de la PCR en temps réel. Il est 

utilisé en confirmation de diagnostic lors d’une suspicion de production de carbapénèmases 

à partir de l’antibiogramme directement à partir d’un écouvillon rectal, d’une hémoculture, 

ou de colonies isolées (189–191). 

 Les avantages de cette technologie sont nombreux : un résultat relativement rapide 

(48 minutes) ; une mise en œuvre facile ; une interprétation objective ; une sensibilité et une 

spécificité proches de 100 % ; une identification du type de β-lactamase impliqué (β-

lactamases à spectre étroit, BLSE et carbapénémases). Des inconvénients sont également 

présents : un coût élevé (35 €) ; un personnel qualifié pour l’utilisation de l’automate ; une 

absence de détection des nouveaux variants qui nécessite une mise à jour régulière du kit 

(auparavant, non détection de blaOXA-181 et blaOXA-232) (189). 

La société Cepheid commercialise d’autres kits pour la détection et l’identification de 

résistances aux antibiotiques tels que Xpert® vanA/vanB pour la résistance à la vancomycine 

(192) ou Xpert® MRSA/SA pour la résistance de S. aureus à la méthicilline (193) dans le 

milieu hospitalier.   
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V.2.1.2. Le kit « Check-MDR CT-103 » 

 

 La société Check-Point a développé un large panel de différents kits de PCR en temps 

réel. Le nombre et le type de gènes cibles varient en fonction du kit, incluant des gènes 

codant pour tous types de β-lactamases. L’un de ces produits, le Check-MDR CT-103, permet 

d’identifier simultanément une gamme très large de gènes codant pour des β-lactamases 

telle que les carbapénémases (blaKPC, blaNDM, blaVIM, blaOXA, blaIMP), les BLSE (blaCTX-M, blaTEM, 

blaSHV, blaVEB, blaPER, blaGES, blaBEL) et les β-lactamases à spectre étroit de type AmpC (blaCMY-

I/MOX, blaACC, blaDHA, blaACT, blaCMY, blaFOX), à l’aide d’une puce à ADN. Ce kit est constitué 

d’une puce à ADN qui est un support rigide sur lequel sont déposées des sondes nucléiques 

ciblant les gènes de β-lactamases (une sonde = un gène). L’échantillon est purifié afin de 

récupérer les ADN cibles et ces derniers sont amplifiés par PCR. Les produits d’amplification 

sont hybridés avec les sondes nucléiques présentes sur la puce. La quantification des signaux 

permet de détecter la présence ou l’absence de chacun des gènes représentés sur la puce à 

ADN (194).  

Les avantages de cette technologie sont nombreux : un résultat rapide (rendu en 6 

heures, avec 1 à 2 heures de manipulation manuelle pour l’étape d’hybridation) ; une 

sensibilité et une spécificité de 100%, à l’exception de la détection des enzymes de type 

OXA-48 où la sensibilité est de 95% et une interprétation objective. Des inconvénients sont 

également présents : la nécessité de main d’œuvre qualifiée ; une culture bactérienne est 

nécessaire (délai de 24 heures) ; un coût de 80€ par échantillon pour ce kit et un équipement 

coûteux, en plus d’une absence de détection des nouveaux variants qui nécessite une mise 

à jour régulière du kit (194). Le test Check-MDR CT-103 permet ainsi la détection de 

résistances aux β-lactamines sur un très large panel de β-lactamases.  

 

V.2.2. Le séquençage  

 

 Le séquençage haut-débit de l’ADN, appelé également NGS, est devenu une méthode 

génotypique permettant l’identification de la souche bactérienne et de l’ensemble des gènes 

de résistance présent, en quelques heures (195). Le principe de l’une des techniques de 
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séquençage utilisée est détaillé ci-après avec un processus qui se découpe en trois étapes : 

la préparation de la librairie, l’amplification de la librairie et le séquençage des librairies.  

 La préparation de la librairie a pour but de préparer l’ADN pour son amplification. Ce 

dernier est d’abord fragmenté, soit par voie enzymatique, soit par sonication. Des 

adaptateurs (courts morceaux d’ADN synthétiques à double brin) sont ensuite liés à ces 

fragments à l’aide de l’ADN ligase, une enzyme capable de relier deux brins d’ADN. Les 

adaptateurs permettent, ensuite, à la séquence de s’hybrider à un homologue 

complémentaire fixé soit sur des billes, soit sur un support solide appelé « flow cell ». 

L’amplification de la librairie est nécessaire pour que le signal reçu par le séquenceur soit 

suffisamment fort pour être détecté avec précision. Chaque brin d’ADN est amplifié de telle 

sorte à former des grappes d’ADN appelées « clusters ». Cette amplification permet une 

couverture (le séquençage de la totalité du génôme) et une profondeur (le séquençage de 

chaque base plusieurs fois) de séquençage adéquates. Le séquençage de la librairie peut 

s’effectuer de plusieurs manières. L’incorporation des nucléotides est suivie directement par 

détection de luminescence ou par des changements de charge électrique. Ainsi, le NGS 

génère plusieurs millions de lectures courtes de nucléotides en parallèle en un temps 

beaucoup plus court permettant de couvrir l’ensemble du génome (196). 

 Les avantages de cette technologie sont nombreux : une identification des gènes de 

résistance avec une sensibilité et une spécificité de 100% ; un support au développement de 

nouveaux tests diagnostiques ; des nouvelles β-lactamases ou des nouvelles mutations de 

l’ADN à l’origine des résistances peuvent être identifiées. Elle présente également des 

inconvénients : le coût relativement important du séquençage d’un génome entier ; la 

nécessité d’une main d’œuvre qualifiée du fait des nombreuses étapes ; le délai de rendu 

des résultats allant jusqu’à plusieurs jours ; une utilisation uniquement dans un laboratoire 

spécialisé ou de recherche. Ainsi, l’utilisation de cette technologie est particulièrement 

recommandée pour la surveillance des maladies infectieuses (197).  

L’utilisation d’une autre technologie de séquençage s’est répandue ces dernières 

années : la technologie nanopore. Elle est basée sur la détection d’un courant différentiel 

lors du passage d’une molécule unique linéaire (par exemple un brin d’ADN) à travers un 
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nanopore biologique ancré dans une membrane synthétique. Cette technique permet 

d’éviter l’étape d’amplification par PCR ou l’utilisation de molécules marquées (198).  

 

V.2.3. Les limitations  

 

Bien que ces méthodes génotypiques soient considérées comme des outils de 

références pour l’identification des gènes de β-lactamases, elles présentent trois principales 

limites (199) : 

- La non-détection de gènes de résistance du fait d’une mutation au niveau du site 

d’hybridation des amorces, engendrant des FN. 

- La détection de gènes de résistances silencieux ou qui proviennent d’une bactérie 

« morte », pouvant fausser le choix de thérapie pour le patient. 

- La présence de gènes de résistance dépendant de l’aire géographique et d’un 

moment donné. Par exemple, la conception du kit développé pour le marché 

américain n’est pas forcément la plus adéquate pour le marché français. 

 

V.3. Les méthodes phénotypiques 

 

 Les méthodes phénotypiques ont été les premières développées et utilisées pour 

identifier et caractériser les résistances aux antibiotiques. Elles sont peu chères et simples 

d’utilisation. Contrairement aux méthodes génotypiques qui cherchent à mettre en évidence 

les gènes de résistance, les méthodes phénotypiques mettent en évidence la présence des 

β-lactamases, soit directement par leur détection, soit indirectement en détectant l’activité 

d’hydrolyse sur les antibiotiques.  

Parmi les méthodes phénotypiques, deux groupes de tests se distinguent : les tests 

de sensibilité aux antibiotiques basés sur l’activité des β-lactamases et les tests 

immunochromatographiques basés sur la détection des β-lactamases.  
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V.3.1. Les tests de sensibilité aux antimicrobiens basés sur l’activité β-lactamase 

 

 Parmi les méthodes phénotypiques, les tests de sensibilité aux antimicrobiens basés 

sur l’activité des β-lactamases sont nombreux : les antibiogrammes (l’antibiogramme 

classique, le test d’inhibition des carbapénèmes (CIM : Carbapenem Inactivation Method), le 

Etest®, les tests d’inhibition, les milieux sélectifs, le test de Hodge modifié, les tests 

colorimétriques, la spectrométrie de masse (SM), la spectrophotométrie ultra-violet, et le 

test électrochimique. Chacun de ces tests répond à des besoins et à des objectifs différents. 

 

V.3.1.1. Les antibiogrammes 

 

 L’antibiogramme est un outil d’aide à la décision thérapeutique en mesurant la 

résistance bactérienne in vitro vis-à-vis de divers antibiotiques. Cela permet de classer les 

bactéries et de guider le clinicien dans le choix de l’antibiotique à utiliser.  

 

V.3.1.1.1. L’antibiogramme classique 

 

D’après les recommandations du Haut Conseil de la Santé Publique, la détection des 

E-BLSE au moyen d’un antibiogramme classique peut être considérée comme fiable (200). A 

partir d’une bactérie diluée à une turbidité de 0,5 McFarland (201), l’antibiogramme consiste 

a mettre en culture sur une gélose Mueller-Hinton. Des disques de papier buvard, imprégnés 

des antibiotiques à tester, sont déposés à la surface du milieu gélosé. Dès l’application des 

disques, les antibiotiques diffusent de manière uniforme si bien que leur concentration 

décroît graduellement en s’éloignant du disque. Après une période d’incubation de 16 à 24 

heures à 35 °C, les disques s’entourent de zones d’inhibition circulaires correspondant à une 

absence de bactéries, comme illustré en Figure 31 (202). 
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Figure 31 : Les catégories interprétatives selon le diamètre de la zone d'inhibition. 

Adapté de Microbiologie clinique.com, Antibiogramme (203). Descriptif : Des disques de papier buvard imprégnés 

des antibiotiques à tester, sont déposés à la surface du milieu gélosé préalablement ensemmencé avec la souche 

à tester. Dès l’application des disques, les antibiotiques diffusent de manière uniforme si bien que leur 

concentration décroît graduellement en s’éloignant du disque. Après une incubation sur la nuit à 35 °C en 

aérobiose, les disques s’entourent de zones d’inhibition circulaires correspondant à une absence de bactéries ; 

(TIC : Ticarcilline ; CTX : Céfotaxime ; P : Pénicilline ; PIP : Pipéracilline ; IPM : Imipénème). 

 

Lorsque la technique est standardisée, les diamètres des zones d’inhibition 

dépendent de la sensibilité de la bactérie. La mesure en millimètre (mm) des diamètres 

d’inhibition se fait soit à l’œil, soit avec une règle, soit avec un pied à coulisse, soit à l’aide 

d’un appareil automatisé. L’interprétation des résultats se fait par rapport à des tableaux de 

références où figurent les concentrations critiques, définies par le comité de l’antibiogramme 

de la Société française de microbiologie (CA-SFM) (202).  

 Les avantages de cette technologie sont nombreux : une possibilité d’orienter le 

diagnostic vers une BLSE ou une carbapénémase ; une méthode standardisée, simple et peu 

chère. Elle présente également des inconvénients : un temps de rendu de lecture 

relativement long (environ 24 heures) car une culture est nécessaire ; une difficulté 

d’interprétation impactant la CMI si la zone d’inhibition n’est pas nette ; une variabilité des 

résultats selon la diffusion de l’antibiotique dans la gélose ce qui rend le test plus ou moins 

précis. 
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V.3.1.1.2. Le test d’inactivation des carbapénèmes 

 

Le test CIM se base sur l’inactivation d’un antibiotique en présence d’une 

carbapénémase. Pour ce faire, un disque de 10 µg de méropénème est immergé dans une 

suspension bactérienne lysée à tester et incubé pendant deux heures à 35 °C. Après 

incubation, le disque est retiré de la suspension et placé sur une gélose Mueller-Hinton, 

préalablement ensemencée avec une souche de Escherichia coli ATCC 25922, dite souche 

sensible aux β-lactamines. Une incubation à 35 °C est à nouveau réalisée pendant 12 à 18 

heures car l’incubation sur toute la nuit est préconisée pour maximiser les performances du 

test. Puis, une lecture et une interprétation du diamètre des zones d’inhibition sont réalisées. 

L’absence de zone d’inhibition autour du disque reflète une dégradation de l’antibiotique 

lors de la première incubation, ce qui indique une activité hydrolytique de type 

carbapénémase, auquel cas, une zone d’inhibition est visible si l’antibiotique est resté intact 

(Figure 32) (204). 

 

Figure 32 : L’interprétation du test CIM en presence ou en absence de carbapénémases. 

Adapté de Zwaluw K. V. D. et al. (204). Descriptif : Un disque de 10 µg de méropénème est immergé dans une 

suspension bactérienne lysée à tester et incubé pendant deux heures à 35 °C. Après incubation, le disque est retiré 

de la suspension et placé sur une gélose Mueller-Hinton, préalablement ensemencée avec une souche de 

Escherichia coli ATCC 25922, dite souche sensible aux β-lactamines. Une incubation à 35 °C sur la nuit est réalisée. 

L’absence de zone d’inhibition autour du disque reflète une dégradation de l’antibiotique lors de la première 

incubation, ce qui indique une activité hydrolytique de type carbapénémase, auquel cas, une zone d’inhibition est 

visible si l’antibiotique est resté intact ; (CIM (Carbapenem Inactivation Method) : Test d’inhibition des 

carbapénèmes).  

 

 Les avantages de ce test sont : un faible coût pour la détection des carbapénémases ; 

une simplicité d’exécution ; l’absence de besoin de matériel spécifique ou de main d’œuvre 

spécialisée ; une sensibilité de 96,3 % et une spécificité de 98,9 % pour la détection des 
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carbapénémases (205). Les inconvénients de ce test sont : un rendu de résultat tardif (2 

heures de pré-incubation et incubation sur la nuit avec Escherichia coli ATCC 25922) ; une 

interprétation subjective concernant l’interprétation du diamètre de la zone d’inhibition.  

 Il existe des variantes du test CIM où le temps d’incubation est réduit et l’antibiotique 

est modifié (par exemple, une céphalosporine pour la détection de l’activité des BLSE). Le 

protocole général d’utilisation reste le même et les performances sont relativement 

similaires (206,207). 

 

V.3.1.1.3. L’Etest® 

 

Le Etest®, développé par bioMérieux, permet de déterminer la CMI d’un antibiotique 

et de mettre en évidence des mécanismes de résistances enzymatiques via l’utilisation 

d’inhibiteurs de β-lactamases. Il existe deux types de bandelettes pour ce test :  

- Une bandelette pour la CMI ; 

- Une bandelette pour les résistances enzymatiques. 

  

 Pour la détermination de la CMI, une extrémité de la bandelette a été imprégnée de 

l’antibiotique à tester. Lorsque celle-ci est déposée sur une gélose ensemencée par la souche 

bactérienne à tester, l’antibiotique se répartit selon un gradient de concentration. Après une 

incubation pendant 24 heures à 37 °C, une ellipse d’inhibition de culture se dessine autour 

de la bandelette et la CMI correspond à la valeur lue à l’intersection de la culture bactérienne 

et de la bandelette (Figure 33) (208). 
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Figure 33 : L'interprétation d'un Etest® pour la détermination de la CMI d'un antibiotique 

pour une souche donnée. 

Adapté de Citron D. M. et al. (208). Descriptif : Sur une gélose ensemmencée avec la souche à tester, un Etest® 

est déposé. Après une incubation pendant une nuit à 37 °C, une ellipse d’inhibition est formée. La CMI correspond 

à la valeur lue à l’intersection de la culture bactérienne et du test ; (CMI : Concentration minimale inhibitrice). 

 

Pour la mise en évidence de résistances enzymatiques, l’une des extrémités de la 

bandelette est imprégnée de l’antibiotique (céphalosporine ou carbapénème) à tester et 

l’autre extrémité avec l’antibiotique à tester + inhibiteur de β-lactamases. Après une 

incubation pendant 24 heures à 37 °C, une différence de CMI entre les deux gradients révèle 

la présence d’une enzyme responsable de la résistance aux β-lactamines. De plus, selon 

l’antibiotique testé et l’inhibiteur utilisé, il est possible de mettre en évidence la présence de 

BLSE ou d’une classe de carbapénémases (209).  

Des tests commerciaux pour la mise en évidence de résistances enzymatiques sont 

présents sur le marché tels que les ETEST ESBL®, ETEST AmpC® et ETEST MBL® de 

bioMérieux. 

 Les avantages de cette technique sont : un gain de temps par rapport à la technique 

de référence pour la détection de la CMI (méthode des microdilutions) ; une identification 

de la BLSE ou de la classe de carbapénémases impliquée (classe A ou B) ; une sensibilité 

supérieure à 92 % et une spécificité supérieure à 97 % pour la détection de KPC et des 

métallo-β-lactamases (209). Des inconvénients sont présents : un délai de rendu de résultat 

important (24 heures) ; un problème de détection des enzymes de classe D avec des activités 

hydrolytiques faibles. 
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V.3.1.1.4. Les tests d’inhibition 

 

 Les tests d’inhibition sont basés sur l’utilisation de β-lactamines supplémentées 

d’inhibiteurs de β-lactamases. Pour rappel, chaque classe de la classification de Ambler 

possède plusieurs inhibiteurs (75,210,211): 

- Classe A : l’acide boronique, le tazobactam, l’avibactam, ou l’acide clavulanique  

- Classe B : l’acide dipicolonique ou l’EDTA 

- Classe C : la cloxacilline ou l’avibactam 

- Classe D : l’acide clavulanique, l’acide borique, l’avibactam ou le tazobactam, ont une 

efficacité quasi nulle sur les enzymes OXA-48 mais ces enzymes hydrolysent de 

fortement la témocilline. Ainsi, la témocilline sert d’indicateur de production d’OXA-

48. 

  

 Les tests d’inhibition permettent ainsi de préciser davantage la classe à laquelle 

appartient la β-lactamase recherchée. Deux principales techniques existent : le test par 

disques combinés et le test de double synergie. 

 

V.3.1.1.4.a. Le test par disques combinés 

 

 Le test par disques combinés consiste à comparer la zone d’inhibition autour du 

disque d’une β-lactamine et autour du disque de la même β-lactamine supplémentée d’un 

inhibiteur. Après une incubation sur la nuit à 37 °C, la lecture des zones d’inhibition s’effectue 

visuellement. La zone d’inhibition en présence de l’inhibiteur doit être supérieure à celle avec 

la β-lactamine seule pour que le résultat soit associé à une classe de β-lactamases. Par 

exemple, pour l’identification de la classe d’une carbapénémase, un carbapénème est utilisé 

tel que le méropénème, sans ou avec inhibiteurs des différentes classes de Ambler, comme 

illustré sur la Figure 34 (210) : 

- Méropénème seul (Détection de l’activité carbapénémase) 

- Méropénème + acide dipicolinique (Identification de la Classe B) 

- Méropénème + cloxacilline (Identification de la Classe C) 

- Méropénème + acide borique (Identification de la Classe A) 
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Figure 34 : L’interprétation d’un test par disques combinés pour la détection des 

carbapénémases. 

Adapté de Jeremiah S. S. et al. (212). Descriptif : L’interprétation d’un test par disques combinés pour 

l’identification de la classe d’une carbapénémase. Sur une gélose ensemencée avec la souche clinique à tester, 

quatre disques sont déposés : MRP ; MP + DP ; MR + BO ; MP + CL. Après une incubation d’une nuit à 37 °C, la 

zone d’inhibition en présence de l’inhibiteur doit être supérieure à celle du disque de MRP seul ; (MRP : 

méropénème ; MP + DP : méropénème + acide dipicolinique ; MR + BO : méropénème + acide borique ; MP + 

CL : méropénème + cloxacilline). 

 

En test annexe, il est à noter qu’une résistance à des concentrations élevées de 

témocilline seule, permet l’identification d’une carbapénémase de la classe D (210).  

Des produits commerciaux existent tels que le test Neo-Sensitabs KPC/MBL® de 

Rosco Diagnostica et le test Mast Discs® de Mast Groups. Ces produits ont pour objectfif 

l’identification des carbapénémases. Pour la détection de l’activité de BLSE, le même principe 

est repris en changeant l’antibiotique utilisé (céfotaxime ou céftazidime).  

 

V.3.1.1.4.b. Le test de double synergie 

 

 Le test de double synergie consiste à déposer sur une gélose ensemencée avec la 

souche bactérienne à tester, deux disques à une distance de 30 mm contenant pour l’un, 

une β-lactamine (céphalosporine ou carbapénème) et pour l’autre un inhibiteur des β-

lactamases (acide borique, acide clavulanique, EDTA…). Après une incubation d’une nuit à 

37 °C, la lecture des zones d’inhibition s’effectue visuellement. La présence d’une BLSE est 

mise en évidence grâce à un disque de céfotaxime et un disque d’amoxicilline + acide 
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clavulanique. Le résultat visuel observé en Figure 35 montre une zone d’inhibition élargie 

pour le disque de céfotaxime, qui s’étend vers le disque contenant l’acide clavulanique. Ce 

phénomène montre une synergie entre la céphalosporine et l’inhibiteur, avec un profil en 

forme de « bouchon de champagne » (213). La présence d’une carbapénémase est observée 

en utilisant un carbapénème et des inhibiteurs spécifiques des carbapénémases. 

  

Figure 35 : L’interprétation d’un test de double synergie pour la détection des BLSE. 

Adapté de Drieux L. et al. (213). Descriptif : Sur une gélose ensemencée avec la souche clinique, deux disques sont 

déposés à 30 mm l’un de l’autre : céfotaxime et amoxicilline + acide clavulanique. Après l’incubation d’une nuit 

à 37 °C, la présence d’une BLSE indique une zone d’inhibition élargie pour le disque de céfotaxime, qui s’étend 

vers le disque contenant l’acide clavulanique. Ce phénomène montre une synergie entre la céphalosporine et 

l’inhibiteur, avec un profil en forme de « bouchon de champagne » ; (AMC : Amoxicilline + acide clavulanique ; 

CTX : Céfotaxime). 

 

Les avantages des tests d’inhibition sont : un coût par test très faible ; une 

identification de la classe de l’enzyme étudiée ; des bonnes performances 

(sensibilité/spécificité). Les inconvénients de ces tests sont : un temps relativement long pour 

l’obtention des résultats (16 à 24 heures) ; une variabilité des résultats selon la diffusion de 

l’antibiotique, de la souche bactérienne testée et de l’inhibiteur dans la gélose. 

 

V.3.1.2. Les milieux chromogéniques sélectifs 

 

Les milieux chromogéniques sélectifs sont destinés au dépistage des phénotypes des 

E-BLSE ou EPC. Pour ce faire, la gélose est ensemencée à partir d’un prélèvement, et est 
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incubée pendant 18 à 24 heures à 35 °C. Le résultat est lu à l’œil nu. Ces milieux sont 

généralement composés de substances chromogènes, d’éléments nutritifs riches ainsi que 

d’un antibiotique spécifique selon la détection souhaitée. De manière générale, pour la 

détection de l’activité de BLSE d’une souche, le milieu contient une C3G telle que le 

céfpodoxime et une substance permettant l’inhibition sélective des bactéries Gram 

positif/des levures. Pour la détection de l’activité de carbapénémase(s) d’une souche, le 

milieu est additionné d’un carbapénème (imipénème, méropénème ou ertapénème), d’une 

substance inhibant les bactéries à Gram positif et les levures. Si présence de métallo-β-

lactamases, du sulfate de zinc doit être ajouté (214). D’autre part, ces milieux permettent 

également d’identifier les souches impliquées grâce à des colorations différentielles induites 

par la présence d’enzymes caractéristiques du métabolisme de chaque espèce bactérienne 

(Figure 36). Néanmoins, quelque soit le résultat obtenu, des tests complémentaires doivent 

être réalisées pour confirmation (215).  

Plusieurs fournisseurs proposent des milieux chromogéniques sélectifs tels que 

bioMérieux (ChromID® ESBL ; ChromID® Carba SMART), Oxoïd (Brilliance™ ESBL Agar ; 

Brillance™ CRE Agar) ou encore CHROMagar (CHROMagar™ ESBL ; CHROMagar™ KPC ; 

CHROMagar™ mSuperCarba), avec des performances assez similaires (215).  
 

 

Figure 36 : Les milieux chromogéniques pour identifier les espèces bactériennes. 

Adapté de Perry J. D. (215). Descriptif : La boite A contient du Yersinia enterocolitica pathogène (colonies mauves) 

et la flore de fond telle que Yersinia enterocolitica non pathogène, Citrobacter spp, Enterobacter spp… La boite B 

contient de l’Acinetobacter baumanni (colonies rouges). 

 

 Les avantages de ces milieux sont : une facilité pour identifier rapidement le type 

d’enzyme impliqué (BLSE ou carbapénémases) ; un outil peu cher et simple d’utilisation ; une 

identification de la souche bactérienne impliquée. Des inconvénients sont également 

présents : une sensibilité et une spécificité variable selon les milieux commercialisés ; une 
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interprétation subjective induisant des erreurs de lecture ; une détection inconstante des 

souches hydrolysant faiblement les carbapénèmes (enzymes OXA-48), ce qui impacte la 

sensibilité du test (215). Ainsi, il est nécessaire de confirmer les résultats obtenus avec ces 

milieux avec d’autres techniques.  

 

V.3.1.3. Le test de Hodge modifié 

 

 Le test de Hodge modifié repose sur une synergie entre la souche à tester dite 

productrice de carbapénémase(s) et une souche sauvage sensible de référence dite 

indicatrice. Ce test consiste à ensemencer une gélose Mueller-Hinton avec la souche 

bactérienne de référence, Escherichia coli ATCC 25922, à raison de 0,5 McFarland (201), 

diluée au 1/10. Au centre de la gélose, un disque contenant 10 µg de méropénème est 

déposé. Des colonies de la souche à tester sont prélevées et déposées sous la forme d’une 

ligne allant du disque vers la périphérie de la boite. Dans les mêmes conditions, un contrôle 

positif (souche résistante à l’antibiotique) et un contrôle négatif (souche sensible à 

l’antibiotique) sont déposés. La gélose est incubée entre 18 et 24 heures à 37 °C. La présence 

d’une carbapénémase est mise en évidence par une indentation en forme de feuille de trèfle 

de Escherichia coli ATCC 25922 qui se développe le long de la ligne de croissance de l’isolat 

dans la zone de diffusion du disque, comme illustrée en Figure 37 (216). 

 

Figure 37 : L’interprétation du test de Hodge modifié pour la détection de carbapénémases. 

Adapté de Datta S. et al. (217). Descriptif : Une boite de pétri est ensemencée avec une souche sensible Escherichia 

coli ATCC 25922. Puis, trois dépôts successifs en trait sont réalisés : 1- Un contrôle positif (souche résistante) ; 2-  

Un contrôle négatif (souche sensible) ; 3- L’isolat clinique. Enfin, un dique d’antibiotique de méropénème est 
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déposé au centre de la gélose. Après une incubation d’une nuit à 37 °C, la présence d’une souche résistante dans 

l’isolat clinique est mise en évidence par une indentation en forme de feuille de trèfle de Escherichia coli. 

 Les avantages de ce test sont : une technique peu coûteuse ; une bonne sensibilité de 

détection des enzymes de type KPC et de type OXA-48 (218) ; une facilité d’utilisation. Les 

inconvénients de ce test sont : une interprétation parfois difficile car subjective ; un défaut 

de sensibilité pour la détection des métallo-β-lactamases (NDM, IMP, VIM…) mais l’ajout de 

sulfate de zinc permet d’y remédier partiellement (218) ; un manque de spécificité (FN des 

métallo-β-lactamases) ; un délai de rendu de résultat de 24 heures.  

 

V.3.1.4. Les tests colorimétriques  

 

 Les tests d’hydrolyse basés sur des méthodes colorimétriques détectent l’activité des 

β-lactamases via une variation de couleur du milieu réactif liée à l’activité hydrolytique. Ce 

changement de coloration est dû à une modification biochimique du milieu telle qu’une 

acidification. A ce jour, cinq principaux tests existent : le test Carba NP, le test Blue Carba, le 

test β-Carba, le test ESBL NDP, et le test β-Lacta. 

 

V.3.1.4.1. Le test Carba NP 

 

Le test Carba NP est une technique biochimique de détection de l’activité de 

carbapénémases. Il met en évidence l’acidification du milieu suite à l’activité hydrolytique de 

la carbapénémase sur l’imipénème. Cette diminution de pH est visible via l’utilisation d’un 

indicateur coloré, le rouge de phénol. Cet indicateur de pH (gamme de pH entre 6,8 et 8,2) 

vire progressivement du rouge au jaune, à mesure que le milieu s’acidifie (Figure 38). Pour 

cela, à partir de la souche à tester, une lyse est réalisée. La première moitié du lysat est mise 

au contact du milieu réactionnel seul, alors que la seconde moitié du lysat est déposée dans 

le même milieu supplémenté d’imipénème. L’ensemble est incubé à 37 °C pendant 1 heure 

30 minutes, puis une lecture visuelle est faite pour évaluer le changement de couleur du 

milieu. Les résultats peuvent être anticipés en fonction de la famille de carbapénémase 

impliquée mais ne permettent pas de conclure sur la classe impliquée. La couleur passe du 

rouge au jaune dès 5 à 10 minutes après le début de l’incubation avec les producteurs de 

KPC. Dans la plupart des cas, une incubation de 30 minutes est suffisante pour obtenir un 



 

127 

changement de couleur franc pour les producteurs de carbapénémases. Au délà de 30 

minutes, ce sont les carbapénémases avec des faibles activités enzymatiques qui seront 

mises en évidence (219). 

 

Figure 38 : Le principe du test Carba NP pour la détection des carbapénémases. 

Descriptif : A partir d’un antibiogramme, une colonie est prélevée et mise au contact d’un substrat associé à un 

indicateur coloré. Après 30 minutes d’incubation, un changement de couleur vers le jaune est significatif d’une 

hydrolyse du substrat (acidification du milieu, c’est-à-dire, changement de pH). Une coloration orange est non-

interprétable et est considérée comme un résultat négatif. Pour les β-lactamases à faible activité enzymatique, 

l’incubation peut aller jusqu’à 1 heure 30 minutes. 

 

 Des produits commerciaux du test Carba NP existent tels que le RAPIDEC CARBA NP® 

de bioMérieux et le Rapid Carb Screen® de Rosco diagnostics. Des variabilités de sensibilité 

et spécificité existent selon le kit utilisé (220).  

 Ce test présente des avantages tels que : une rapidité/une simplicité d’exécution ; un 

rendu de résultat inférieur à 2 heures ; un faible coût ; une spécificité proche de 100 %. Les 

inconvénients de ce test sont : une interprétation de la couleur parfois difficile car 

subjective ; une coloration orange est non-interprétable et est considérée comme un résultat 

négatif ; des FN pour les souches exprimant une OXA-48-like ou une carbapénémase rare 

de classe A (221) ; la non-identification de la classe de carbapénémase impliquée ; un 

manque de standardisation de l’inoculum utilisé ; une variabilité de sensibilité et de 

spécificité selon le kit utilisé (RAPIDEC CARBA NP®, Rapid CARB Screen®, test Carba NP). 
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V.3.1.4.2. Le test Blue Carba  

 

 Le test Blue Carba est une technique biochimique de l’activité des carbapénémases, 

dérivée du test Carba NP, réalisable directement à partir de souches en culture. La différence 

réside dans le fait que l’indicateur coloré est le bleu de bromothymol (gamme de pH de 6,0 

à 7,6) comprenant ainsi le pH optimal pour la plupart des β-lactamases (pH 6,8). A l’instar 

du test Carba NP, le principe reste le même, c’est-à-dire que l’hydrolyse du cycle β-lactamine 

de l’imipénème en présence d’une carbapénémase est mise en évidence par l’acidification 

du milieu. De ce fait, pour le contrôle négatif, la couleur du puits est verte/bleue. Pour la 

souche testée, la couleur du puits est jaune/vert en cas de positivité. Les résultats 

s’obtiennent entre 30 minutes et 2 heures pour la détection des enzymes de type métallo-

β-lactamases, de type KPC et de type OXA-48 (222). Un produit commercial du test Blue 

Carba existe, le Rapid Carb Blue screen® de Rosco diagnostics. Néanmoins, ses 

performances sont légèrement plus faibles que celles du test Carba NP (223). 

 Les avantages de ce test sont : une simplicité d’exécution ; un rendu de résultat 

inférieur à 2 heures ; un faible coût ; la détection de l’activité de la quasi-totalité des 

carbapénémases ; la simplicité d’utilisation ; une sensibilité et une spécificité proches de 100 

%. Les inconvénients de ce test sont : un manque de standardisation de l’inoculum utilisé 

pouvant engendrer des FN ; la non-identification de la classe de carbapénémase impliquée ; 

une interprétation de la couleur parfois difficile car subjective ; une coloration orange est 

non-interprétable et est considérée comme un résultat négatif. 

 

V.3.1.4.3. Le test β-CarbaTM 

 

 Le test β-CarbaTM, commercialisé par Bio-Rad, est une technique biochimique qui 

utilise un carbapénème chromogénique pour détecter l’activité de carbapénémases au sein 

de colonies bactériennes. L’hydrolyse du noyau β-lactame du substrat induit un changement 

de coloration du milieu. Le choix du substrat doit être judicieux car il existe une multitude 

de substrats qui sont plus ou moins sélectifs du type de β-lactamase impliquée. Pour ce test, 

les colonies bactériennes à tester, sont prélevées à partir d’une culture récente et ajoutées 
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au milieu réactionnel supplémenté d’un carbapénème chromogénique. En parallèle, un 

témoin négatif est également préparé. Les tubes sont incubés à 37 °C sous agitation. Après 

quelques minutes, un changement de couleur peut s’opérer mais la lecture ne s’effectue 

qu’à 30 minutes Figure 39. Deux interprétations sont possibles : 1- en l’absence d’une 

carbapénémase, la couleur du milieu est jaune. 2- en présence d’une carbapénémase, la 

couleur du milieu varie entre le rouge/violet selon l’activité hydrolytique des enzymes. La 

couleur orange (résultat non interprétable) est associée à un résultat négatif (224).  

 

Figure 39 : Le principe du test β-CarbaTM pour la détection des carbapénémases. 

Descriptif : A partir d’un antibiogramme, une colonie est prélevée et mise au contact d’un substrat chromogénique. 

Après 15 minutes d’incubation, un changement de couleur vers le rouge est significatif d’une hydrolyse du 

substrat. Une coloration orange est non-interprétable et est considérée comme un résultat négatif. 

  

Les avantages de ce test sont : un résultat rapide (interprétation en 30 minutes) ; une 

sensibilité de 84,9 % et une spécificité de 95,6 % (225) ; une détection de l’ensemble des 

carbapénémases  ; la simplicité d’utilisation. Cependant, les deux inconvénients principaux 

sont : une incubation de 60 minutes au lieu de 30 minutes est nécessaire pour les 

carbapénémases à faible activité hydrolytique  (224) ; une interprétation de la couleur parfois 

difficile car subjective ; la non-identification de la classe de carbapénémase impliquée ; une 

coloration orange est non-interprétable et est considérée comme un résultat négatif. 
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V.3.1.4.4. Le test ESBL NDP 

 

 Le test ESBL NDP est une technique biochimique de détection des BLSE. Il met en 

évidence l’acidification du milieu suite à l’activité hydrolytique d’une BLSE sur le céfotaxime. 

L’indicateur de pH (rouge de phénol) vire progressivement du rouge au jaune, à mesure que 

le milieu s’acidifie. La souche bactérienne est lysée et le lysat obtenu, est divisé dans trois 

tubes distincts : Tube 1-  Milieu réactionnel seul ; Tube 2- Milieu réactionnel supplémenté 

de céfotaxime ; Tube 3- Milieu réactionnel supplémenté de céfotaxime + tazobactame 

(inhibiteur des β-lactamases, et particulièrement des BLSE). L’ensemble est incubé à 37 °C 

pendant 30 minutes, puis une lecture visuelle est faite pour évaluer le changement de 

couleur du milieu. Un test est considéré positif lorsque la couleur du milieu du tube 2 vire 

du rouge au jaune, et que la couleur des tubes 1 et 3 reste rouge (226).  

Un produit commercial du test ESBL NDP existe, le Rapid ESBL screen® de Rosco 

diagnostics. Néanmoins, ces performances sont plus faibles en termes de sensibilité (80 %) 

et de spécificité (87 %). La sensibilité peut être augmentée avec une incubation de 2 heures 

au lieu de 30 minutes, mais au détriment de la spécificité (227). 

 Ce test présente des avantages tels que : un rendu de résultat en 30 minutes ; un 

faible coût ; une sensibilité de 92,6 % et une spécificité de 100 % pour le test ESBL NDP (226) 

; une rapidité et une simplicité d’exécution. Les inconvénients de ce test sont : une 

interprétation de la couleur parfois difficile car subjective ; une coloration orange est non-

interprétable et est considérée comme un résultat négatif ; une non-discrimination entre les 

BLSE et les carbapénémases. 

 

V.3.1.4.5. Le test β-LactaTM 

 

Le test β-LactaTM, commercialisé par Bio-Rad, est une technique biochimique qui 

utilise une céphalosporine chromogénique pour détecter l’activité BLSE des colonies 

bactériennes (228). Par exemple, un des substrats pouvant être utilisé pour la détection de 

l’activité des BLSE est la nitrocéfine (céphalosporine chromogénique) (229). Comme pour le 

test β-CarbaTM, l’hydrolyse du noyau β-lactame du substrat induit un changement de 



 

131 

coloration du milieu passant du jaune à l’orange/rouge/violet selon l’activité hydrolytique 

de l’enzyme. Ce substrat n’est pas hydrolysé par les pénicillinases de type SHV, TEM, mais 

par les BLSE et les carbapénémases. Le substrat n’est que faiblement hydrolysé par les AmpC 

surexprimées. Les colonies bactériennes à tester sont prélevées à partir d’une culture et 

ajoutées au milieu réactionnel supplémenté de la céphalosporine chromogénique. En 

parallèle, un témoin négatif est également préparé. Les tubes sont incubés à température 

ambiante. La lecture visuelle s’effectue à 15 minutes et un changement de couleur peut 

s’opérer. Trois interprétations sont possibles : 1- la couleur du milieu est jaune : absence 

d’activité de BLSE ou de carbapénémases ; 2- la couleur du milieu est orange : non-

interprétable, c’est-à-dire considéré comme négatif ; 3- la couleur du milieu est rouge : 

présence d’activité BLSE ou carbapénémases (228). 

 Les avantages de ce test sont : un rendu de résultat en 15 minutes et une facilité 

d’utilisation ; une sensibilité de 87,7 % pour la détection de l’activité des BLSE (227) ; une 

interprétation de la couleur parfois difficile car subjective. Les inconvénients sont : une 

possible détection des AmpC surexprimées induisant des FP ; une spécificité de 70,8 % (227) ; 

une non-discrimination entre les BLSE et les carbapénémases ; une coloration orange est 

non-interprétable et est considérée comme un résultat négatif. 

 

V.3.1.5. La spectrométrie de masse 

 

 La SM d’ionisation par désorption laser assistée par matrice – Temps de vol (MALDI-

TOF : Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization – Time Of Flight) est une technique 

d’ionisation utilisée pour la détection des produits d’hydrolyse des β-lactamines. Cet outil 

est présent au sein des laboratoires de microbiologie clinique. Le principe de cette méthode 

est d’ioniser l’échantillon (un antibiotique + une matrice) à l’aide d’une source laser. Les 

molécules ionisées sont accélérées dans un champ électrique et projetées vers un détecteur, 

le TOF. Ce détecteur permet de séparer et d’analyser les ions en fonction de leur temps de 

vol, dépendant de leur masse (230). Pour mettre en évidence la résistance aux β-lactamines, 

la souche à tester est incubée en présence de l’antibiotique pendant 3 heures sous agitation. 

Pour une détection de l’activité de BLSE, une céphalosporine est utilisée telle que le 
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céfotaxime ou la céftazidime. Pour la détection de l’activité de carbapénémases, un 

carbapénème est employé tel que l’ertapénème, l’imipénème ou encore le méropénème. 

Après centrifugation de l’échantillon, le surnageant est récupéré et est analysé en SM en 

moins d’une minute. Comme illustrée en Figure 40, en cas de souche n’exprimant pas de β-

lactamases (BLSE et/ou carbapénémases), le pic de la forme non hydrolysée de l’antibiotique 

est toujours visible, avec quelques possibilités de complexation avec des ions ; en cas de 

souche exprimant une(des) BLSE et/ou une(des) carbapénémase(s) , il y a l’apparition de pics 

représentatifs du ou des produits d’hydrolyse de l’antibiotique (231).  

 

 

Figure 40 : L’analyse des spectres de masse du céfotaxime non-hydrolysé et du céfotaxime 

hydrolysé. 

Adapté de Oviaño M. et al. (232). Descriptif : Sur le spectre A, en présence d’une souche n’exprimant pas de β-

lactamases (BLSE/carbapénémases), une masse de 455,79 Da est représentative du céfotaxime non-hydrolysé. 

Sur la spectre B, en présence d’une souche exprimant une(des) BLSE/une(des) carbapénémase(s), trois pics sont 

présents : 369,93 Da ; 413,81 Da ; 455,83 Da ; significatifs d’une hydrolyse du céfotaxime. 

 

En effet, lors de l’hydrolyse de l’antibiotique au niveau du noyau β-lactame, d’autres 

réactions chimiques peuvent se produire provoquant des décarboxylations et/ou 

désacétylation selon la structure chimique de la molécule. Chaque antibiotique a une masse 

moléculaire propre et donc des produits d’hydrolyse de masse moléculaire distinctes 

(Tableau 4) (231).  
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X : Décarboxylation 

Y : Désacétylation 

Hyd. : Hydrolysé 

Non hyd. : Non hydrolysé 

Tableau 4 : Les masses moléculaires des β-lactamines en spectrométrie de masse avant et 

après hydrolyse par des β-lactamases. 

Adapté de Sparbier K. et al. (231). 

 
Il a été montré qu’une réduction du temps d’incubation (30 minutes au lieu de 3 

heures) de l’antibiotique avec la souche permet toujours une détection efficace de l’activité 

des β-lactamases chez les entérobactéries (233). 

  Les automates commerciaux les plus présents sur le marché sont le MALDI Biotyper® 

de Bruker, le Vitek® MS de bioMérieux, et l’Andromas® de Beckman Coulter (230).  

 Les avantages de cette technique sont : l’obtention des résultats peut se faire entre 

30 minutes et 3 heures selon le protocole ; un faible coût en réactifs ; une sensibilité et une 

spécificité proches de 100% (231,233). Les inconvénients sont : une non-discrimination entre 

les BLSE et les carbapénémases ; un matériel coûteux (le SM) et la nécessité d’une main 

d’œuvre qualifiée ; une absence de protocole standardisé (des différences dans le temps 

d’incubation, les substrats utilisés, les conditions de lyse, les critères de positivité, et la 

calibration) ; l’absence d’un logiciel d’interprétation automatique des spectres rendant plus 

difficile l’analyse des résultats (234) ; une visualisation de plusieurs produits de dégradation 

(231). 

 

 

 Souche sensible Souche résistante 

Groupe Antibiotique 
Poids 

moléculaire  

[Non 

hyd. + 

H+] 

[Non 

hyd. + 

Na+] 

[Hyd. + 

H+] 

[Hyd. + 

Na+] 

[Hyd. + 

X + H+] 

[Hyd. + 

Y + H+] 

[Hyd. + 

X + Y + 

H+] 

Pénicilline 

Ampicilline 349,4 Da 350,4 Da 372,4 Da 368,4 Da 390,4 Da 324,4 Da / / 

Pipéracilline 517,5 Da 518,5 Da 540,5 Da 536,5 Da 558,5 Da 492,5 Da / / 

Céphalosporin

e 

Céfotaxime 455,5 Da 456,5 Da 478,5 Da / / / 414,5 Da 370,5 Da 

Céftazidime 546,6 Da 547,6 Da / / / / 486,6 Da 442,6 Da 

Carbapénème 

Ertapénème 475,5 Da 476,5 Da 498,5 Da 494,5 Da 516,5 Da 450,5 Da / / 

Imipénème 299,4 Da 300,4 Da / / / 254 Da / / 

Méropénème 383,4 Da 384,5 Da 406,5 Da / / 358,6 Da / / 
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V.3.1.6. La spectroscopie ultra-violet 

 

 La spectroscopie ultra-violet est une technique permettant la détection de l’hydrolyse 

du noyau β-lactame par une différence d’absorbance entre la forme non hydrolysée et la 

forme hydrolysée (appelée ΔA), à une longueur d’onde (λ) donnée. Pour ce faire, une 

solution d’antibiotique (céphalosporine pour la détection de l’activité de BLSE ; 

carbapénème pour la détection de l’activité de carbapénémases) est incubée avec une 

souche bactérienne, de concentration définie, pendant 1 heure à 37 °C sous agitation. Un 

témoin sans la souche bactérienne est réalisé. L’absorbance est mesurée entre 200 nm et 

400 nm. Chaque antibiotique possède une λ spécifique où l’absorbance est à son maximum. 

Par exemple, l’imipénème à un pic d’absorbance à 297 nm. Lorsque l’hydrolyse enzymatique 

de l’antibiotique a lieu, l’absorbance à la λ spécifique est fortement diminuée , et le ΔA est 

le plus fort, comme illustrée en Figure 41 (235). 

 

Figure 41 : L’analyse des spectres d’absorbance de l’imipénème non-hydrolysé et de 

l’imipénème hydrolysé. 

Adapté de Takeuchi D. et al. (235). Descriptif : La longueur d’onde 297 nm est le pic maximal d’absorption de 

l’imipénème. Ainsi, en cas d’hydrolyse de cet antibiotique, la perte d’absorbance à cette longueur d’onde permet 

de valider la présence d’une EPC ; (EPC : Entérobactéries productrices de β-lactamases). 

 

 Les avantages de cette technique sont : une simplicité d’exécution ; un outil 

relativement peu coûteux ; un rendu de résultat en 1 heure ; une sensibilité et une spécificité 

de 100% (235). Des inconvénients sont également présents : une non-identification du type 

de BLSE ou de carbapénémases ; une possible variation des absorbances induite par des 
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interférences du milieu ; une variabilité dans la différence d’absorbance peut être observée 

entre deux expériences (235). 

 

V.3.1.7. Le test BYG Carba 

 

 Le test BYG Carba est un test électrochimique permettant de détecter la présence 

d’une activité hydrolytique de type carbapénémase au sein d’un échantillon bactérien. Il 

s’appuie sur l’analyse de variations de conductivité à l’aide d’une électrode composée de 

huit sondes (Figure 42) recouverte d’un polymère conducteur, le polyaniline. Cette variation 

est induite par des modifications de pH et de potentiel d’oxydoréduction liées à une réaction 

enzymatique d’hydrolyse d’une β-lactamine (236).  

 

En pratique, des colonies bactériennes (trois colonies) sont prélevées à partir d’une 

culture bactérienne fraîche et suspendues dans du tampon de lyse. Une première partie du 

lysat est mélangée avec le milieu réactionnel supplémenté en sulfate de zinc (si présence de 

métallo-β-lactamase) et en imipénème. La seconde partie est mise au contact avec le milieu 

réactionnel supplémenté uniquement en sulfate de zinc. Un aliquot de chaque solution est 

transféré sur les sondes de l’électrode. Préalablement, un seuil de détection a été défini et 

les variations de la conductivité sont suivies, analysées en temps réel. La durée d’incubation 

est d’environ 30 minutes à température ambiante. Si la conductivité dépasse le seuil, le 

résultat est défini comme positif sinon il est considéré comme négatif (Figure 42) (236). Une 

nouvelle version plus sensible du BYG Carba a été développée où seulement une colonie 

bactérienne est nécessaire (237). 
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Figure 42 : L’analyse de la conductivité du test BYG Carba pour la détection des 

carbapénémases. 

Adapté de Bogaerts P. et al. (236). Descriptif : En présence de souches résistances, la différence de conductance 

s’accroît à mesure que l’antibiotique est hydrolysé. La lecture s’effectue à 30 minutes et les souches sont 

considérées comme positives lorsque le seuil de conductance est dépassé ; (SS : Souche sensible ; SR : Souche 

résistante). 

 

 Les avantages de ce test sont : une lecture objective via l’aide d’un logiciel ; un rendu 

de résultat en 30 minutes ; une bonne détection des enzymes de type OXA ; une sensibilité 

de 96,3 % et une spécificité de 99,7 % pour la nouvelle version (BYG Carba v2.0) (237). Les 

inconvénients du test sont : une absence de kit commercialisé et donc un coût d’utilisation 

non connu ; un équipement spécifique nécessaire ; la non-distinction du type de 

carbapénémase. 

 

V.3.1.8. Les limitations  

 

Pour les tests de sensibilité aux antimicrobiens basés sur l’activité enzymatique des β-

lactamases, plusieurs limites se présentent (238) : 
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- La difficulté pour discriminer les enzymes au sein d’un mécanisme de résistance tel 

que les β-lactamases à spectre étroit, les BLSE et les carbapénémases ;  

- Un résultat parfois ambigu qui peut laisser place à des erreurs d’interprétation ;  

- La durée de l’analyse : la plupart des méthodes phénotypiques nécessitent une étape 

de culture. 

 

Du fait de la durée d’exécution des tests phénotypiques et de la nécessité parfois de 

confirmer le résultat par une méthode génotypique, ces techniques peuvent être à l’origine 

d’un retard dans la mise en place des mesures de contrôle et de prévention. Même si ces 

techniques présentent des coûts peu élevés et nécessitent un personnel peu qualifié, il est 

important que les laboratoires soient vigilants quant à l’interprétation des résultats afin 

d’identifier certaines résistances émergentes. Ainsi, il est donc nécessaire de développer de 

nouveaux tests permettant une identification rapide, simple et peu coûteuse avec de bonnes 

performances. 

 

V.3.2. Les tests immunochromatographiques 

 

 Les tests immunochromatographiques se sont développés rapidement dans le 

domaine de l’antibiorésistance et notamment la détection des β-lactamases de par leurs 

caractéritiques : sensibilité, spécificité, simplicité de mise en oeuvre, rapidité (15 à 30 

minutes) et leur faible coût. Un état de l’art dans le domaine de la détection de la résistance 

aux antibiotiques via l’utilisation des tests immunochromatographiques a été réalisé. 
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V.3.2.1. La technologie du test immunochromatographique par flux latéral 

 

Depuis les années 1950, les principes de base de la technologie de détection en test 

par flux latéral (LFA : Lateral Flow Assay) n’ont fait que d’évoluer à la suite de l’amélioration 

des réactifs impliqués dans leur fabrication et notamment, l’apparition des anticorps 

monoclonaux avec le développement des cellules fusionnées (cellule splénique et cellule de 

myélome) (239). A ce jour, au moins 500 brevets ont été déposés sur divers aspects de la 

technologie. L’immunochromatographie à flux latéral (LFIA : Lateral Flow ImmunoAssay) est 

une catégorie de LFA qui utilise les anticorps comme sonde spécifique d’une cible à détecter. 

Le test LFIA est considéré comme un dispositif de diagnostic détectant au moins un analyte 

susceptible d'être présent dans un échantillon liquide. Ce système repose sur un support 

poreux sous forme de bandelettes sur lesquelles sont intégrés des réactifs séchés. En outre, 

le test LFIA est largement utilisé pour la détection qualitative, dans de rares cas pour la 

détection semi-quantitative et dans de très rares cas pour la détection quantitative d’Ag, 

d’anticorps monoclonaux et de produits d’amplification génique (240). Il est retrouvé dans 

différents domaines tels que la médecine humaine, la sécurité alimentaire, la médecine 

vétérinaire, et dans l’environnement (241). Cette technologie permet ainsi de détecter 

diverses cibles comme des protéines (anticorps, enzymes, drogues, hormones…), à partir 

d’une grande variété d’échantillons biologiques tels que l’urine, la salive, la sueur, le sérum, 

le plasma, le sang total ainsi que d’autres fluides biologiques (240). Comme les autres 

technologies, les tests LFIA possèdent des avantages et des inconvénients décrits dans le 

Tableau 5.  
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Tableau 5 : Les avantages et les inconvénients d'un test immunochromatographique à flux 

latéral. 

Adapté de Koczula K. M. et al. (240). 

 

V.3.2.1.1. La composition du test immunochromatographique à flux latéral  

 

 Ce dispositif est donc constitué de plusieurs matériaux fixés et superposés sur un 

support de polychlorure de vinyle : le papier échantillon (PE) ; le papier conjugué (PC) ; la 

membrane de nitrocellulose (MbN) ; le papier absorbant (PA) (Figure 43). 

 

 

Figure 43 : La composition d’un test rapide. 

Adapté de Yetisen A. K. et al. (242). Descriptif : La bandelette est composée de trois zones assemblées sur un 

support plastifié, le tout déposé dans une cassette plastique. La zone 1 est la zone de dépôt de l’échantillon. Elle 

est constituée du papier échantillon et du papier conjugué sur lequel l’anticorps marqué (spécifique d’une cible) 

a été déposé et séché. La zone 2 est constituée de la membrane de nitrocellulose sur laquelle plusieurs lignes 

d’anticorps y sont apposées et définissent la ligne test (spécifique d’une cible) et la ligne contrôle (souvent dirigée 

contre le réactif marqué). La zone 3 est une zone d’absorption avec le papier absorbant qui permet la bonne 

migration de l’échantillon à travers la bandelette. 

Avantages Inconvénients 

✓ Développement d’un produit relativement 

court 

✓ Facilité de production du fait des 

équipements et procédés déjà développés 

✓ Durée de conservation de 24 à 36 mois, 

sans besoin de réfrigération 

✓ Grande sensibilité, spécificité, et bonne 

stabilité 

✓ Coût relativement faible 

✓ Formation minimale requise pour les 

utilisateurs 

✓ Facilement transportables 

✓ Miniaturisation des volumes d’échantillonnage 

✓ Multiplexage de différents marqueurs : potentielles 

réactions croisées 

✓ Perte de sensibilité par rapport à d’autres techniques 

(ELISA, PCR) 

✓ Intégration difficile d’électronique embarquée et de 

fonctions de contrôle qualité 

✓ Rendu qualitatif (difficulté de mettre au point des 

systèmes de tests LFIA semi-quantitatif et quantitatif) 

✓ Perte de l’analyte (temps de contact réduit entre les 

anticorps et l’analyte ➔ Liaison incomplète) 

✓ Possibilité de FN (apparition de nouvelles mutations) et 

de FP 
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 Le PE est l’endroit où est déposé l’échantillon. Les paramètres de ce papier fluctuent 

en fonction du type d’échantillon visé. En effet, certaines interférents (globules rouges (taille 

importante), urée (dénaturant), etc.) doivent être retenus par ce papier pour favoriser la 

migration de l’échantillon ou d’être à l’origine de FP. Ainsi, le type de papier ainsi que les 

traitements chimiques (détergent, chélateur, sucre, conservateur, protéines…) doivent être 

adaptés selon les spécifications techniques attendues (240).  

Le PC contient un réactif marqué (antigène (Ag) ou anticorps monoclonal) capable 

d’être reconnu ou de reconnaître l’analyte recherché (Ag ou anticorps monoclonal). Ce 

réactif, séché sur le PC, est couplé à un marqueur permettant sa détection. Les marqueurs 

les plus couramment utilisés pour le test LFIA sont les nanoparticules d’or, qui sont couplées 

aux anticorps par des liaisons ioniques. Les paramètres liés au papier utilisé, aux traitements 

chimiques (détergent, chélateur, sucre, conservateur, protéines, nanoparticules d’or, 

anticorps…), aux réactifs de détection et à la méthode de dépôt, sont des facteurs influençant 

l’interaction entre l’analyte et les réactifs de détection (240).  

La MbN est composée de nitrocellulose qui est un ester de cellulose. Sur cette MbN, 

les réactifs de capture sont immobilisés sous la forme de lignes. La liaison entre les réactifs 

de capture et la MbN se fait par adsorption passive. La MbN doit respecter des critères 

définis tels que la porosité, la stabilité dans le temps, la capacité de charge de protéines, et 

l’homogénéité au niveau de la nitrocellulose. La porosité est choisie en fonction de la taille 

des marqueurs utilisés, de la taille de l’analyte recherché et de la vitesse à laquelle la 

migration de l’échantillon est désirée lors du test. Ainsi, plus la vitesse de migration est lente 

et plus le temps de contact entre le réactif de détection et l’analyte recherché est long (240).  

Le PA maintient la migration en absorbant l’échantillon ayant parcouru l’ensemble de 

la MbN. Plusieurs paramètres sont à prendre en compte pour le choix du PA tels que sa 

composition, son épaisseur, sa longueur et sa capacité d’absorption. Cette dernière est 

choisie selon le volume et le type d’échantillon testé (240). 

La longueur de ces différents matériaux est de 30 cm. Une fois les modifications 

(dépôt du réactif de détection, impression des lignes…) apportées et le montage effectué, 

les bandelettes sont découpées en largeur de 5 mm. Ces dernières sont montées dans des 

boitiers plastiques, appelés cassettes, qui sont des éléments clés pour faciliter l’utilisation 
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des bandelettes, fournir des points de pression permettant le contact entre les composants 

superposés (PE, PC, PA) et garantir la bonne migration de l’échantillon. De plus, ces cassettes 

ont une zone de dépôt adaptée pour le dépôt de l’échantillon et une fenêtre de lecture au 

niveau des zones réactives sur la MbN (243).  

 

V.3.2.1.2. Le déroulement du test LFIA 

 

 D’un point de vue fonctionnel, un échantillon liquide contenant l’analyte est déposé 

dans la zone de dépôt du test au niveau du PE. L’échantillon migre vers le PC ce qui provoque 

la resolubilisation du réactif de détection pour intéragir avec l’analyte ciblé, si celui-ci est 

présent pour former des complexes marqués Ag/Anticorps. Cette migration se poursuit sur 

la MbN au niveau de la ligne test (LT) (capture des complexes marqués) et de la ligne 

contrôle (LC) (excès de réactif de détection) et se termine dans le PA. Ainsi, après migration 

de l’échantillon, des signaux peuvent apparaître sur la MbN au niveau des lignes de capture 

si l’analyte est présent, comme illustrée dans la Figure 44 (243). La lecture d’intensité des 

lignes peut être faite visuellement ou à l’aide d’un lecteur dédié. Elle évolue à mesure que 

l’analyte présent dans l’échantillon est détecté. Ces signaux peuvent être de différentes 

natures en fonction du marqueur utilisé : colorés, fluorescents, magnétiques ou carbonés 

(244). Il est à noter qu’en cas de non-absorption du liquide par le PA, l’effet de « backflow » 

est visible, c’est-à-dire que le surplus d’échantillon et du réactif de détection retournent sur 

la MbN. Cet effet provoque un bruit de fond considérable sur la MbN ce qui détériore la 

qualité de lecture du résultat (240). Il est possible de tester plusieurs analytes simultanément 

dans les mêmes conditions en ajoutant des LT supplémentaires sur la MbN et des réactifs 

de détection dans le PC (243). 
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Figure 44 : Le déroulement d’un test LFIA avec un échantillon positif. 

Adapté de Di Nardo F. et al. (241). Descriptif : L’échantillon est déposé sur la cassette avec le réactif marqué. Si la 

cible d’intérêt est présente, le réactif marqué s’y fixe. Puis, lors de la migration, le réactif de capture présents sur 

la ligne test fixe le complexe marqué antigène/anticorps s’il est présent. Enfin, l’excédent du réactif marqué migre 

jusqu’à la ligne contrôle pour y être capturé. Après 15 minutes de migration, deux lignes apparaîssent : le test est 

positif ; (LFIA (Lateral flow immunoassay : Test immunochromatographique à flux latéral). 

 

V.3.2.1.3. Les méthodes d’immunodosage 

 

Deux formats peuvent être utilisés pour le développement d’un test LFIA : 1- le format 

« Sandwich » ; 2- le format « Compétitif ».  

Le format « Sandwich » est employé dans la détection d’Ag de grande taille et 

disposant d’au moins deux épitopes. Au cours du test, l’Ag recherché est capturé par 

l’anticorps marqué au niveau PC. Puis, le complexe Ag/anticorps marqué est capturé par 

l’anticorps immobilisé au niveau de la LT. Cette capture permet l’apparition d’un signal porté 

par le marqueur. L’intensité de signal est proportionnelle à la quantité d’Ag présent dans 

l’échantillon (Figure 45) (244). 
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Figure 45 : Le format « Sandwich » et le signal résultant d'un test immunologique. 

Descriptif : Ce format est utilisé pour le dosage de molécules de grande taille et disposant d’au moins deux 

épitopes. Ainsi, plus la concentration en antigène augmente, plus les anticorps (anticorps de capture et anticorps 

marqués) fixent de cibles et plus le signal s’accroît. 

 

 Le format « Compétitif » est employé dans la détection d’Ag de faible taille tels que 

les stéroïdes, les antibiotiques et les drogues, du fait de leur incapacité à être fixé par deux 

anticorps simultanément. Ce format possède plusieurs variantes, où dans l’une d’elles, l’Ag 

recherché est fixé sur la LT. Si l’Ag est présent dans l’échantillon, l’anticorps marqué s’y fixe 

pour former des complexes Ag/anticorps marqué, résultant une occupation des paratopes 

de l’anticorps. Ainsi, cet antiorps ne pourra pas se fixer sur l’Ag immobilisé sur la LT : aucun 

signal n’apparait sur la LT. Si l’Ag est absent de l’échantillon, les paratopes de l’anticorps 

marqué restent libres et peuvent réagir avec l’Ag immobilisé sur la LT : un signal apparait sur 

la LT. Dans ce format, plus l’Ag est concentré dans l’échantillon et plus l’intensité du signal 

de la ligne est faible. Le signal est donc inversement proportionnel à cette concentration 

(Figure 46) (244). 

 

Figure 46 : Le format « Compétitif » et le signal résultant d'un test immunologique. 

Descriptif : Ce format est utilisé pour le dosage de molécules de petite taille et disposant d’un seul épitope. Ainsi, 

une compétition s’opère entre l’antigène d’intérêt présent dans l’échantillon et l’antigène sur la ligne test. Plus la 

concentration en antigène dans l’échantillon augmente, et plus les sites de fixation de l’anticorps marqué sont 

occupés. Les anticorps ne se fixent plus à l’antigène sur la ligne test et le signal diminue. 
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V.3.2.1.4. Les méthodes de lecture 

 

 Les informations découlant du test peuvent être d’ordre qualitatif, semi-quantitatif ou 

quantitatif, quelle que soit la méthode d’immunodosage employée pour la détection 

d’analyte (Ag ou anticorps). 

 Le test qualitatif est le couramment développé pour des diagnostics médicaux car il 

permet de conclure simplement sur la présence ou l’absence de l’analyte d’intérêt dans 

l’échantillon (245).  

Le test semi-quantitatif, développé dans de rares cas, permet d’indiquer une plage de 

concentrations pour un analyte ; soit il peut être effectué à l’aide d’un lecteur qui mesure 

l’intensité de la ligne test et déduire la plage de concentrations par rapport à des valeurs 

préenregistées ; soit il peut être effectué en réalisant plusieurs LT identiques sur la même 

bandelette. Le signal au niveau de ces lignes varie en fonction de la concentration de 

l’analyte d’intérêt. Par exemple, un test a été développé pour la détection de la concentration 

de la protéine C-réactive pour distinguer une infection bactérienne d’une infection virale 

(246).  

Le test quantitatif, développé dans de très rares cas, permet de doser un analyte 

d’intérêt avec une précision de mesure qui est généralement inférieure à 20 %. Pour ce type 

de test, l’intensité de la LT est mesurée avec un lecteur et comparée à une courbe de 

référence. Cette courbe permet de relier une concentration d’analyte à une intensité de LT 

(245). 

 

V.3.2.2. Les tests commerciaux liés à l’antibiorésistance 

 

 Comme les méthodes génotypiques, ces tests ne détectent que ce qui est recherché ; 

ce sont des tests avec à priori. Sur le marché actuel, les trois principales sociétés proposant 

des tests immunochromatographiques pour une large identification de β-lactamases sont 

Coris Bioconcept (Belgique), Era-Bio (Chine) et NG Biotech (France).  
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V.3.2.2.1. Coris Bioconcept 

 

 La société Coris Bioconcept propose une gamme RESIST qui permet de détecter 

plusieurs carbapénémases à partir d’isolats bactériens, en 15 minutes (247). Cette gamme 

propose les produits suivants :  

- RESIST-5 O.K.N.V.I. (détection d’enzymes de type OXA-48-like, KPC, NDM sur une 

première cassette et VIM, IMP sur une seconde cassette) ; 

- RESIST-4 O.K.N.V. (détection d’enzymes de type NDM, VIM, KPC, OXA-48) ; 

- RESIST-3 O.K.N. K-SeT (détection d’enzymes de type NDM, KPC, OXA-48) ; 

- RESIST-3 O.O.K. K-SeT (détection d’enzymes de type OXA-163, KPC, OXA-48) ; 

- OXA-23 K-SeT ; 

- OXA-48 K-SeT ; 

- KPC K-SeT ; 

- IMP K-SeT. 

 

Un des tests les plus polyvalents de cette gamme est le RESIST-4 O.K.N.V., qui propose 

de détecter les carbapénémases OXA-48-like, KPC, NDM et VIM en même temps (248). De 

même, le développement d’un test rapide pour la détection simultanée de OXA-48-like 

(hydrolyse les carbapénèmes) et OXA-163 (hydrolyse les pénicillines et les C3G 

(céfotaxime/céftzaidime)) est un outil utile du fait de leur zone géographique commune et 

de leur dissémination de plus en plus importante. Leur association au sein de bactéries est 

un risque de santé majeur (249). 

 Les avantages de ces tests sont nombreux : une sensibilité et une spécificité proches 

de 100% ; une identification des carbapénémases de type OXA-48-like, OXA-163, KPC, NDM 

et VIM (248,249) ; aucun équipement repris, une facilité d’utilisation pour toute personne ; 

un temps de lecture en 15 minutes. Cependant, les tests de cette gamme présentent des 

inconvénients : une non-détection des BLSE de type CTX-M ; la nécessité de deux cassettes 

pour l’identification des cinq carbapénémases (KPC, NDM, IMP, VIM, OXA-48-like) ; 

l’apparition de FN en cas de nouveaux variants d’enzymes (mutation au niveau de l’épitope). 
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V.3.2.2.2. Era-bio 

 

La société Era-bio propose également une gamme de tests pour la détection des 

carbapénémases, à partir d’isolats bactériens en 15 minutes (250). Cette gamme propose les 

produits suivants :  

- Carbapenem-resistant K.N.I.V.O Detection K-Set (détection d’enzymes de type IMP, 

KPC, NDM sur une première cassette et VIM, OXA-48 sur une seconde cassette) ; 

- Carbapenem-resistant VIM Detection K-Set ; 

- Carbapenem-resistant NDM Detection K-Set ; 

- Carbapenem-resistant KPC Detection K-Set. 

 

Le test le plus polyvalent de cette gamme est le carbapenem-resistant K.N.I.V.O 

Detection K-Set, qui propose de détecter les cinq principales carbapénémases (KPC, NDM, 

IMP, VIM, OXA-48-like) (251). 

Les avantages et les inconvénients de ces tests (251) sont identiques à ceux énoncés 

pour les tests de la gamme RESIST de Coris Bioconcept. 

 

V.3.2.2.3. NG Biotech 

 

 La société NG Biotech propose également une gamme NG-test pour la détection de 

BLSE et de carbapénémases, à partir d’isolats bactériens, en 15 minutes (252). Cette 

gamme propose les produits suivants :  

- NG-Test CTX-M Multi (détection des cinq groupes de CTX-M 1, 2, 8, 9, et 25) ;  

- NG-Test Carba 5 (détection des principales carbapénémases : NDM, VIM, IMP, KPC, 

OXA-48) ; 

- NG-Test MCR-1 (détection d’une enzyme impliquée dans la résistance à la colistine). 

 

Le NG-Test Carba 5 est le plus polyvalent de cette gamme car il permet de détecter 

simultanément les cinq principales carbapénémases (253). Le NG-Test CTX-M est également 
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intéressant pour la détection des principales BLSE, de type CTX-M, sur colonies bactériennes 

et dans les hémocultures où leurs prévalences s’accroîent (254).  

 Les avantages de ces tests sont nombreux : une sensibilité et une spécificité proches 

de 100% ; une identification simultanée des cinq principales carbapénémases (OXA-48, IMP, 

KPC, NDM et VIM) (253) ; une identification des BLSE de type CTX-M (testé en hémoculture) 

(254) ; aucun équipement spécifique requis, une facilité d’utilisation pour toute personne ; 

un temps de lecture en 15 minutes ; une utilisation en test de dépistage car un seul test 

permet de détecter les cinq principales carbapénémases. Cependant, les tests de cette 

gamme présentent des inconvénients : l’apparition potentielle de FN en cas de nouveaux 

variants d’enzymes (mutation au niveau de l’épitope) ; la non reconnaissance des BLSE de 

type SHV et TEM. 

 

V.3.2.3. Les limitations et les perspectives d’évolution 

 

Pour les tests LFIA basés sur la détection de β-lactamases, deux principales limitations 

existent :  

- L’apparition de nouvelles mutations sur les carbapénémases ou BLSE peut modifier 

l’épitope de reconnaissance par l’anticorps et provoquer sa non-détection (FN) ; 

- La détection simultanée de plusieurs analytes a ses limites à cause des réactions 

croisées.  

Pour pallier l’apparition de nouveaux variants de β-lactamases, de nouvelles 

optimisations doivent donc être réalisées sur les tests pour s’assurer de leur capacité à les 

détecter. En parallèle, des axes de recherche ont émergé dans le but d’augmenter la gamme 

des cibles potentielles à détecter en test LFIA, tels que la détection de produits 

d’amplification par PCR (gènes de résistance) ou encore la détection de l’activité 

enzymatique des β-lactamases.  

De ce fait, ce projet de thèse s’inscrit dans l’un de ces axes de recherche. Les tests 

développés seront capables de détecter les β-lactamases quelle que soit la bactérie 

productrice, leur nature ou leur variant. Leurs détections se baseront sur l’activité 

enzymatique des β-lactamases, et non plus sur l’identification de ces dernières.  



 

177 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Projet de thèse 
  



 

178 

  



 

179 

Grâce au partenariat entre le CNR de la résistance aux antibiotiques de l’Hôpital 

Bicêtre AP-HP, la société NG Biotech et le laboratoire d’étude et recherche en 

immunoanalyse (LERI) du CEA Saclay, la gamme NG-test pour la détection de BLSE (CTX-M) 

et de carbapénémases (KPC, NDM, VIM, IMP, OXA-48-like) a été développé.  

Dans l’optique de compléter cette gamme de produit et d’aborder un nouvel axe de 

recherche, ce projet de thèse porte sur le développement de deux nouveaux tests LFIA 

permettant de détecter l’activité enzymatique des β-lactamases (BLSE et carbapénémases). 

Ils détecteront l’hydrolyse de deux classes de β-lactamines : les céphalosporines et les 

carbapénèmes. Le principe de ces tests repose sur l’utilisation d’un anticorps capable de 

discriminer la forme non-hydrolysée du cycle β-lactame d’une β-lactamine, de son produit 

d’hydrolyse. Ainsi, ces tests seront capables de détecter les β-lactamases quelle que soit la 

bactérie productrice, leur nature ou leur variant. Pour atteindre cet objectif, différentes 

tâches ont été réalisées : 

✓ Production d’anticorps monoclonaux : L’obtention d’anticorps capable de discriminer 

la forme non-hydrolysée d’une β-lactamine, de son produit d’hydrolyse, nécessite 

plusieurs étapes : 1- la conception et la production d’immunogènes ; 2- 

l’immunisation de souris ; 3- l’hybridation des splénocytes des souris avec des cellules 

de myélome ; 4- le développement et l’utilisation de tests permettant la sélection des 

cellules productrices d’anticorps d’intérêt ; 5- la production et la purification des 

anticorps monoclonaux sélectionnés ; 

✓ Développement des tests rapides : Les performances d’un test LFIA reposent non 

seulement sur les qualités intrinsèques des anticorps monoclonaux utilisés mais aussi 

sur la préparation de l’échantillon et des réactifs utilisés pour produire les bandelettes. 

Ainsi, différents traitements des échantillons biologiques ont été mis au point, et les 

anticorps possédant les qualités adaptées aux tests ont été sélectionnés. Puis, les 

différents constituants des tests et leur traitement ont été optimisés. Le protocole 

d’utilisation de ces tests a été établi afin de correspondre au cahier des charges des 

tests rapides : rapidité, simplicité, faible coût, sensibilité et spécificité ; 
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✓ Validation des tests : L’objectif ultime de ces travaux de thèse étant la valorisation et 

la commercialisation, il est très important de valider ces tests dans des conditions 

réelles d’utilisation. Pour ce faire, des lots industriels ont été produits par un 

partenaire industriel et évalués, puis validés par un partenaire hospitalier. 
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Chapitre I : La stratégie générale 

 

Dans ce chapitre I, la stratégie générale pour réaliser les différentes étapes de ce sujet 

de thèse est décrite. Une description plus détaillée est effectuée par la suite pour chacune 

des étapes dans les chapitres II et III. 

 

I.1. La production des anticorps monoclonaux 

 

I.1.1. La production des immunogènes 

 

Les β-lactamines sont des petites molécules incapables d’induire une réponse 

immunitaire, indispensable à l’obtention d’anticorps. Il a donc été nécessaire de coupler ces 

dernières à une plus grosse molécule immunogénique comme par exemple l’albumine 

bovine sérique (BSA). Pour ce faire, l’antibiotique doit posséder un groupement réactif 

capable de réagir avec une autre fonction présente sur la BSA. Ainsi, la première étape est 

de modifier chimiquement l’antibiotique sélectionné en y greffant un des groupements 

suivants : Amine primaire (-NH3), Thiol (-SH), Alcyne (-C3), Azido (-N3), N-hydroxy-

succinimide (NHS), Chloroacétamido. Pour favoriser la différence de reconnaissance des 

anticorps pour les deux formes d’un antibiotique (formes non-hydrolysée et hydrolysée), le 

couplage doit se faire sur la fonction la plus éloignée du noyau β-lactame pour une 

exposition optimale de ce dernier et éviter un potentiel encombrement stérique. Ensuite, la 

seconde étape est d’ajouter, au niveau de la BSA, un groupement capable de réagir avec 

celui de l’antibiotique. Par exemple, un groupement chloroacétamide réagit avec un 

groupement –SH ou encore un groupement –C3 réagit avec un groupement –N3 (par chimie 

click). Enfin, la dernière étape est de coupler l’antibiotique à la BSA. De manière générale, 

l’antibiotique est ajouté en excès étant donné que plusieurs groupements réactifs peuvent 

être fixés sur la BSA. Le protocole de couplage est différent selon les groupements impliqués 

dans la réaction. 

L’immunogène produit est dosé par le dosage de l'acide bi-cinchoninique (BCA), avec 

le kit de dosage protéique PierceTM BCA (Thermo Fisher Scientific). Il s’agit d’un dosage 
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colorimétrique des protéines où ces dernières réduisent les ions Cu(II) en Cu(I) en milieu 

alcalin. Ainsi, le BCA (réactif spécifique pour le Cu(I)) forme un complexe coloré ayant une 

absorbance à DO560 nm. L’absorbance mesurée, est proportionnelle à la concentration de 

protéines. 

 

I.1.2. L’immunisation des souris 

 

Toutes les expériences ont été réalisées conformément aux réglementations 

françaises et européennes sur les soins aux animaux de laboratoire (Directive de la 

Communauté Européenne 86/609, Loi française 2001-486, 6 juin 2001) et aux accords du 

Comité d'Ethique du Commissariat à l'Energie Atomique (CEtEA 'Comité d'Ethique en 

Expérimentation Animale' n°44) no. 12-026 et 15-055 délivrés à S. S. par les Services 

Vétérinaires Français et l'accord CEA D-91-272-106 de l'Inspection Vétérinaire de l'Essonne 

(France). L’injection des différents immunogènes a été réalisée sur des souris de lignée Biozzi 

et proviennent de l’animalerie du CEA de Saclay (Gif sur Yvette, France). Il s’agit d’une lignée 

pour laquelle la production d’immunoglobulines lors d’une réponse immunitaire est 

particulièrement élevée (255). Pour réaliser les immunisations, des injections par voie sous-

cutanée de 50 µg de l’immunogène/souris ont été réalisées toutes les trois semaines 

pendant trois mois (quatre souris par immunogène) (Figure 47). Après 2 mois, de nouvelles 

injections d’immunogène ont été réalisées par voie intraveineuse sur les souris possédant la 

meilleure réponse immunitaire : 50 µg de produit/souris, une fois par jour pendant trois 

jours. Après deux jours, les cellules de la rate de la souris ont été fusionnées avec des cellules 

de myélome de souris NS1, et la production d’anticorps anti-β-lactamine dans les 

surnageants de culture de myélome a été évaluée à l'aide de tests immuno-enzymatiques. 
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Figure 47 : L'échéancier des immunisations et des prélèvements sanguins sur les souris. 

Descriptif : Pour l’immunisation, des injections par voie intrapéritonéale de 50 µg d’immunogène/souris ont été 

réalisées toutes les trois semaines pendant trois mois, à raison de quatre souris par immunogène. Quinze jours 

après chaque immunisation, des prélèvements rétro-orbitaires (saignées) sont réalisés. 

 

I.1.3. Le suivi de la réponse immunitaire et la sélection des anticorps 

 

Pour sélectionner les anticorps ayant une reconnaissance maximale pour la forme 

non-hydrolysée et minimale pour la forme hydrolysée de l’antibiotique, il a fallu disposer de 

molécules marquées (couplage de l’antibiotique avec la biotine) permettant de détecter ces 

anticorps spécifiques. Ces molécules peuvent être détectées avec de la streptavidine couplée 

à l’acétylcholinestérase, dont l’activité enzymatique peut être révélée grâce à une réaction 

colorimétrique. Tout comme le couplage entre l’antibiotique et la BSA, celui de l’antibiotique 

avec la biotine doit se faire via des groupements réactifs complémentaires. Puis, pour obtenir 

la forme hydrolysée de la molécule, une réaction enzymatique est réalisée avec des billes 

couplées à une β-lactamase recombinante. Par la suite, ces molécules (antibiotiques non-

hydrolysé et hydrolysé) sont utilisées dans des tests immuno-enzymatiques pour caractériser 

les réponses immunitaires des souris et les anticorps contenus dans les surnageants de 

culture des hybridomes. 

Les hybridomes ont été obtenus selon le protocole décrit par Kohler G. et Milstein C. 

en 1975 (239). Pour chaque immunogène, les deux souris présentant la meilleure réponse 

immunitaire sont sacrifiées et les rates sont récupérées pour être broyées. Les splénocytes 

extraits sont mélangés à des cellules de myélome murin (NS-1) avec un ratio 3:1. Après sept 

à dix jours, les milieux de cultures des hybridomes sont récupérés et la sécrétion d’anticorps 

spécifiques est évaluée à l’aide de tests immuno-enzymatiques. Après différentes étapes de 

sélection, vingt hybridomes sont retenus pour la production des anticorps monoclonaux. 

Ces anticorps sont caractérisés (affinité et spécificité pour les deux formes d’un antibiotique ; 
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réaction croisée avec d’autres antibiotiques) et utilisés pour le développement des tests 

rapides. 

 

I.2. Le développement d’un test rapide 

 

I.2.1. Le test immunochromatographique à flux latéral 

 

Les bandelettes de LFIA sont composées de trois zones distinctes, fixées sur un 

support plastifié.  

La zone 1 est la zone de dépôt de l’échantillon. Cette dernière est souvent constituée 

du PE (dépôt de l’échantillon) et du PC (dépôt et séchage l’anticorps marqué). Cet anticorps, 

spécifique de la cible recherchée, est marqué avec des nanoparticules d’or colloïdal 

permettant d’obtenir un signal coloré visible à l’œil nu. Le pic d’absorption de ces particules 

est situé à DO530 nm, donnant une couleur rouge aux anticorps marqués. La quantité 

d’anticorps à marquer est évaluée en fonction de l’intensité de l’absorbance mesurée à DO530 

nm. La zone 2 est la zone où sont déposées plusieurs lignes d’anticorps sur une MbN : les LT 

et LC. Le signal sur la LT indique un résultat positif (ligne colorée), auquel cas, le résultat est 

négatif (pas de ligne colorée). La LC permet d’attester du bon déroulement du test. La zone 

3 est une zone d’absorption qui favorise la migration de l’échantillon à travers la bandelette 

(diffusion par capillarité). Ces trois zones sont préalablement assemblées sur le support 

plastifié de 30 cm, avant de découper des bandelettes de 0,5 cm de large à l’aide d’une 

guillotine automatique et de les insérer dans une cassette plastique (Figure 43). 

 

I.2.2. Le principe du test rapide 

 

Les antibiotiques sont des petites molécules de taille <1 000 Da qui ne peuvent être 

détectées que par une méthode dite « compétitive » du fait de leur incapacité à fixer deux 

anticorps monoclonaux simultanément. Ainsi, pour le développement de ces dosages, le test 

LFIA par compétition est employé. Pour ce faire, tous les anticorps purifiés sont utilisés 

comme des anticorps marqués, capables de reconnaître uniquement la forme non-
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hydrolysée de l’antibiotique dans un échantillon. Sur la MbN, la LT est composée de 

l’immunogène qui est l’antibiotique-BSA non-hydrolysé.  

Ainsi, basé sur le principe par compétition illustré sur la Figure 48, une quantité 

connue d’antibiotique non-hydrolysé est ajoutée à l’échantillon. En l’absence de β-

lactamase, ce dernier reste non-hydrolysé et est fixé par les anticorps marqués. Les sites de 

reconnaissance de l’anticorps étant occupés, de ce fait, l’anticorps ne pourra pas se fixer sur 

l’antibiotique présent sur la LT. Ils seront retenus seulement sur la LC. Une seule ligne 

apparait : le test est négatif. En présence de β-lactamase, l’antibiotique est hydrolysé et n’est 

plus reconnu par les anticorps marqués. Les sites libres de l’anticorps sont alors capables de 

fixer l’antibiotique-BSA non-hydrolysé présent sur la LT. L’excédent d’anticorps marqués non 

retenu sur la LT, se fixe sur la LC. Deux lignes apparaissent : le test est positif. 

 

 

Figure 48 : Le principe du test rapide pour la détection de l’activité enzymatique des β-

lactamases. 

Descriptif : Ce test est basé sur l’utilisation d’un anticorps monoclonal capable de se fixer uniquement à la forme 

non-hydrolysée d’un antibiotique et non à ses produits de dégradation. Ainsi, pour ce test, deux possibilités : 1- 

Dans l’échantillon, l’antibiotique est non-hydrolysé. Lorsqu’il est déposé sur la bandelette, la totalité des sites de 

fixation des anticorps marqués est occupée et n’a pas la possibilité de se fixer sur la ligne test (antibiotique-BSA). 

Les anticorps marqués sont alors retenus uniquement sur la ligne contrôle : le test est négatif ; 2- Dans 

l’échantillon, l’antibiotique est hydrolysé. Lorsqu’il est déposé sur la bandelette, la totalité des sites de fixation des 

anticorps marqués reste libre. Ils sont alors capables de se fixer sur la ligne test. L’excédent d’anticorps marqués 

est capturé par les anticorps de la ligne contrôle : le test est positif. 
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Pour le développement du test rapide, trois principales optimisations sont réalisées : 

1- La première est la quantité d’anticorps marqué avec pour objectif de déterminer la plus 

petite quantité permettant d’observer un signal significatif après 10 minutes de dépôt de 

l’échantillon sur la bandelette ; 2- La seconde est la quantité de BSA-antibiotique non-

hydrolysé sur la LT. La concentration la plus faible, mais non limitante pour le signal observé 

au niveau de la LT, est sélectionnée ; 3- La troisième est la quantité d’antibiotique non-

hydrolysée à utiliser dans les échantillons. Le but est de déterminer la concentration 

minimale en antibiotique non-hydrolysé à partir de laquelle aucun signal n’est observé sur 

la LT.  

 

I.3. La validation du test rapide sur des colonies bactériennes 

 

Une fois les différentes optimisations réalisées, une validation du test est faite sur des 

colonies bactériennes dans du tampon de migration (Tris/HCl 0,1 M pH 8,0 + NaCl 0,15 M 

+ BSA 0,1 % + Tween 20 0,5 % + CHAPS 1,0 % + Azide de sodium 0,01 %). Plusieurs temps 

d’incubation à température ambiante entre l’antibiotique et la souche bactérienne ont été 

testés pour favoriser l’hydrolyse de l’antibiotique.  

Une fois le temps d’incubation optimal sélectionné, un transfert des différents réactifs 

a été réalisé auprès de la société NG Biotech (Guipry, France), puis un lot de test rapide a été 

préparé.  

Ce lot de test a été validé avec le souchier du CNR de la résistance aux antibiotiques 

(Service de Bactériologie-Hygiène, Hôpital Bicêtre AP-HP, France). 

 

I.4. La validation du test rapide sur des échantillons biologiques 

 

Par la suite, un nouveau transfert industriel a été réalisé avec pour but de détecter 

une activité enzymatique (et l’identification de β-lactamases dans un second temps) 

directement à partir d’urine, de milieu de transport d’écouvillon rectal et d’hémoculture.  

L’outil d’échantillonnage, de préparation, d’incubation et de détection (SPID : 

Sampling, Processing, Inbubation, Detection) est un dispositif breveté par le CEA qui intègre 
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un dispositif de préparation des échantillons décrit dans le Tableau 6, et une cassette de 

détection de LFIA.  
 

 

Tableau 6 : Les différents composants du SPID. 

Descriptif : Le SPID est composé de trois parties : 1- Le système de filtration et de concentration de l’échantillon 

constitué d’un adaptateur de seringue, d’une cupule avec une membrane de 0,45 µm et une partie inférieure. Les 

échantillons filtrés sont soit de l’urine (3 mL), soit de l’hémoculture (0,5 mL) pour lequel un prétraitement a lieu 

pour la lyse des hématies pendant 2 minutes, soit du milieu de transport d’écouvillon rectal (0,5 mL) ; 2- Le 

système d’extraction et d’incubation de l’antibiotique où la cupule est transférée dans un réservoir. Un tampon 

est ajouté sur cette cupule et le réservoir est fermé avec un capuchon. Une incubation de 30 minutes est réalisée 

à l’œil nu. Cette étape améliore la sensibilité car le volume de reprise avec le tampon de migration est inférieur 

au volume filtré de l’échantillon ; 3- Le système de dépôt de l’échantillon et de détection de l’antigène recherché. 

Le réservoir fermé est directement clipsé sur une cassette de détection de LFIA et la migration se fait pendant 30 

minutes avant une lecture. Ceci permet une utilisation unique et sans aucun équipement. Le test LFIA permet de 

détecter les résistances liées aux β-lactamases. 

  

Plus en détail, pour l’utilisation du SPID dans des échantillons biologiques, cinq étapes 

sont nécessaires (Figure 49) :  

1 – La filtration de l’échantillon à travers un filtre situé au fond d’une cupule ;  

2 – Le transfert de la cupule contenant l’échantillon dans un incubateur ;  

3 – Le dépôt du tampon de migration (300 µL) et de l’antibiotique dans la cupule, 

avant de fermer le réservoir suivi d’une incubation de 30 minutes ; 

4 – Le dépôt de l’échantillon sur la cassette ; 

5 – L’interprétation à 30 minutes de migration. 
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Figure 49 : Les différentes étapes du SPID associées à une détection en test rapide. 

Protocole : L’utilisation du SPID (dispositif de préparation d’échantillon et une cassette de détection par un test 

immunochromatographique à flux latéral) nécessite cinq étapes: 1- La filtration de l’échantillon à travers un 

filtre (le volume dépend de la matrice) ; 2- Le transfert du filtre contenant l’échantillon dans un incubateur ; 3- 

Le dépôt du tampon de migration et de l’antibiotique (300 µl) sur l’échantillon. Lorsque l’incubateur est fermé, un 

piston pousse la solution à travers le filtre vers la partie basse de l’incubateur. ; 4- Après 30 minutes d’incubation 

le réservoir est percuté sur la cassette ce qui permet à l’échantillon de migrer sur la bandelette ; 5- Interprétation 

du test après 30 minutes de migration ; (SPID (Sampling, Processing, Incubation, Détection) : Échantillonnage, 

Traitement, Incubation, Détection ; ATB (Antibiotique)). 

 

Pour intégrer la détection, un format spécial de cassette a été développé, comme 

montré sur la Figure 49.  



 

191 

Chapitre II : Le test de détection de l’activité 

céphalosporinase 

 

Sauf précision, tous les réactifs chimiques proviennent de chez Sigma-Aldrich (St. 

Quentin Fallavier Cedex, France).  

 

II.1. La production de l’immunogène 

 

Le céfotaxime est une céphalosporine de troisième génération. Il a été sélectionné car 

il est d’ores et déjà utilisé dans certains tests (par exemple Demord A. et al. (256)) qui 

permettent la détection de l’activité enzymatique de l’ensemble des carbapénémases, des 

BLSE ainsi que certaines AmpC chromosomiques surexprimées et AmpC plasmidiques. De 

plus, le céfotaxime est stable comparé à d’autres C3G. 

Dans un premier temps, le céfotaxime a été activé avec du chlorure de chloroacétyle 

(257). Pour cela, une suspension de céfotaxime (500 mg, 1,09 mmol, 1 équivalent) dissout 

dans 2 mL de diméthylacétamide a été ajoutée à du chlorure de chloroacétyle (128 µL, 1,65 

mmol, 1,5 équivalents) entre 5 °C et 10 °C. Le mélange a ensuite été agité pendant 90 

minutes à température ambiante. Une fois l'opération terminée, la solution a été placée dans 

de la glace. Le précipité a été recueilli par filtration et lavé successivement avec de l’H2O, de 

l'éthanol, de l'éther diéthylique et séché pour obtenir le produit souhaité sous forme de 

poudre blanche-grise (349 mg, 0,66 mmol, 60 %). Cette réaction a abouti à la formation 

d’une fonction chloroacétamide qui peut réagir notamment avec des fonctions thiols (Figure 

50). 
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Figure 50 : La réaction chimique nécessaire pour obtenir le céfotaxime-chloroacétamide. 

Protocole : Du céfotaxime dissout dans 2 mL de diméthylacétamide, a été ajoutée à du chlorure de chloroacétyle 

(1,5 équivalents/céfotaxime) entre 5 °C et 10 °C. La solution a été agitée pendant 90 minutes à température 

ambiante. La solution est placée sur de la glace et le précipité est recueilli par filtration et lavé avec de l’eau 

distillée, de l’éhanol et de l’éther diéthylique. Le produit est séché pour obtenir une poudre. 

 

En parallèle, 35 mg de BSA ont été dissous dans 1 mL de tampon au phosphate de 

sodium 0,1 M pH 7,4, puis 50 µL d'une solution de 122 mg/mL de N-succinimidyl-S-

acétylthioacétate (SATA) dans du diméthylformamide (DMF) ont été ajoutés (rapport molaire 

SATA/BSA = 50). Après une réaction de 16 heures à 4°C, le produit a été purifié par 

chromatographie d’exclusion en utilisant une colonne Sephadex G25 (Cas n°17-0033-01, GE 

Healthcare). Ensuite, la fonction thiol a été déprotégée en ajoutant 100 µL d'hydroxylamine 

1 M pH 7 pendant 30 minutes à 20°C. La concentration de thiol a été mesurée (SH/BSA = 

20,7) par réaction avec de l’acide 5,5ʹ-Dithio-bis-(2-nitrobenzoïque) (DTNB). Ce produit peut 

ainsi réagir avec la fonction chloroacétamide du céfotaxime modifié. De ce fait, 2,34 mg de 

céfotaxime-chloroacétamide à 6 mg/mL dans du diméthylsulfoxide (Cas n°67-68-5, 

Invitrogen) ont été ajoutés à 2,76 mg de BSA-SH (rapport molaire céfotaxime-

chloroacétamide/SH = 5). Après une réaction de 1 heure 30 minutes à 20°C, 50 µL de tampon 

borate 1 M pH 9,0 ont été ajoutés et incubés pendant 90 minutes. Une dialyse a été effectuée 

avec une cassette de dialyse (Slide-A-Lyzer Dialysis Cassette, Thermo Fisher Scientific), avec 

un seuil de coupure de 3 500 Da. Ensuite, la concentration de céfotaxime-BSA (Figure 51) a 

été déterminée par réaction BCA. 
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Figure 51 : La structure chimique du céfotaxime-BSA, utilisé comme immunogène. 

 

II.2. L’obtention des anticorps monoclonaux 

 

Pour obtenir des anticorps monoclonaux dirigés uniquement contre le céfotaxime non-

hydrolysé, plusieurs étapes doivent être réalisées afin d’atteindre les spécifications 

souhaitées : 

- Immunisation des souris avec le céfotaxime-BSA obtenu préalablement ; 

- Purifier les différentes formes de céfotaxime marquées et non marquées ayant pour 

but in fine de sélectionner les anticorps d’intérêts issus des hybridomes ; 

- Suivre la réponse immunitaire chez les souris ayant reçu l’immunogène pour 

sélectionner les souris dont les splénocytes seront fusionnés ; 

- Sélectionner les hybridomes produisant les anticorps monoclonaux ayant un 

maximum de reconnaissance pour la forme non-hydrolysée et un minimum de 

reconnaissance pour la forme hydrolysée du céfotaxime, puis caractériser les 

anticorps selon leur spécificité et leur affinité pour les deux formes de céfotaxime et 

leurs réactions croisées avec d’autres β-lactamines. 

 

II.2.1. La purification des deux formes d’antibiotique marquées et non marquées 

 

Pour sélectionner les anticorps ayant une reconnaissance maximale pour la forme 

non-hydrolysée et minimale pour la forme hydrolysée du céfotaxime, il a fallu disposer de 

molécules marquées ; le couplage du céfotaxime avec la biotine a donc été réalisé. Ces 

molécules peuvent ainsi être détectées par réaction avec de la streptavidine-

acétylcholinestérase via une réaction colorimétrique. D’autre part, il a également été 
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nécessaire de purifier le céfotaxime non-hydrolysé commercial et le céfotaxime hydrolysé 

non marqué afin d’évaluer la spécificité des anticorps pour les deux formes du céfotaxime. 

 

II.2.1.1. Le matériel et les méthodes 

 

Le céfotaxime-biotine non-hydrolysé a été obtenu par couplage du céfotaxime-

chloroacétamide avec de la biotine couplée à un bras polyéthylène glycol (PEG) associée à 

une fonction thiol, appelée la biotine-PEGx-thiol (référence : B2YHU2, Interchim), en utilisant 

la procédure précédemment décrite pour l'immunogène. Du céfotaxime-chloroacétamide 

(31,6 mg, 0,06 mmol) et de la biotine-PEGx-thiol (94 mg, 0,119 mmol, 2 

équivalents/céfotaxime-chloroacétamide) ont été solubilisés dans 0,5 mL de DMF et 2 µL de 

triéthylamine, et ont ensuite été ajoutés au mélange sous Argon. La réaction a été agitée 

pendant 3 jours. Une fois la réaction terminée, le mélange a été évaporé sous vide. Ensuite, 

le produit a été purifié par chromatographie en phase inverse sur un gradient 

eau/acétonitrile de 0 à 80 % sur un appareil de chromatographie AKTA (AKTA Purifier, GE 

Healthcare). Le poids moléculaire est vérifié par chromatographie liquide couplée à la SM 

(Q-Exactive, Thermo Fisher Scientific), où un cycle de séparation de 15 minutes sur colonne 

C18 est réalisé. Puis, l’échantillon est ionisé à l’aide d’une source électrospray et les ions sont 

séparés en fonction de leur ratio masse/charge au sein du quadripôle (Figure 52).  

Le céfotaxime-biotine hydrolysé a été obtenu par réaction enzymatique avec des 

billes couplées à une β-lactamase recombinante : KPC-2. Pour ce faire, 5 mg de billes 

contenant un noyau ferrique (Dynabeads M-280 tosylactivées, Thermo Fisher Scientific) ont 

été lavées avec du tampon borate 0,1 M pH 9,5. 100 µg de la protéine recombinante ont été 

ajoutés aux billes dans un volume de 150 µL. Ensuite, 100 µL de tampon borate 0,1 M pH 9,5 

contenant du sulfate d'ammonium 3 M ont été ajoutés. Après 16 heures de réaction à 25°C, 

1 mL de tampon phosphate de sodium 0,1 M pH 7,4 contenant du chlorure de sodium 0,15 

M et de la BSA 0,5 % a été ajouté. Après 60 minutes de réaction à 37 °C, le produit de 

couplage a été lavé avec du tampon de phosphate de sodium 0,1 M pH 7,4 contenant du 

NaCl 0,15 M et de la BSA 0,1 %. Les billes ont été concentrées à 20 mg/mL à l’aide d’un 

aimant. L'activité enzymatique de la protéine recombinante immobilisée a été testée avec 
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de la nitrocéfine, un substrat chromogénique de β-lactamase. Pour cela, dans une plaque de 

microtitration 96 puits (plaque en polypropylène, Greiner bio one), 20 µL de nitrocéfine à 0,5 

mM ont été ajoutés à une solution de 10 µg/mL de billes-β-lactamase, diluée dans un 

tampon de phosphate de sodium 50 mM pH 7,4, dans un volume total de 200 µL. Après 30 

minutes de réaction à 20°C, l'absorbance est mesurée à DO492 nm. La présence d’une activité 

enzymatique est synonyme d’une augmentation de cette absorbance. Par la suite, 50 µL de 

solution de billes-β-lactamase à 20 mg/mL ont été ajoutés à 1 mL d’une solution de 

céfotaxime biotine non-hydrolysé concentrée à 2 mg/mL. Après une réaction de 16 heures 

à 25 °C, les billes-β-lactamases ont été éliminées à l’aide d’un aimant et la solution est 

récupérée. Le même protocole d’hydrolyse a été réalisé sur le céfotaxime non-hydrolysé 

commercial pour obtenir le céfotaxime hydrolysé. Ces molécules sont purifiées par 

chromatographie en phase inverse sur un gradient eau/acétonitrile de 0 à 80 % sur un 

appareil de chromatographie AKTA (AKTA Purifier, GE Healthcare). La mesure de 

l’absorbance à DO300 nm est représentative du cycle β-lactame. En cas d’hydrolyse de la β-

lactamine, une perte d’absorbance est visible. Le poids moléculaire est vérifié par 

chromatographie liquide couplée à la SM (Q-Exactive, Thermo Fisher Scientific), où un cycle 

de séparation de 15 minutes sur colonne C18 est réalisé. Puis, l’échantillon est ionisé à l’aide 

d’une source électrospray et les ions sont séparés en fonction de leur ratio masse/charge au 

sein du quadripôle (Figure 52). 
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Figure 52 : Les différentes structures utilisées pour la sélection et la caractérisation des 

anticorps anti-céfotaxime. 
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II.2.1.2. Les résultats et l’interprétation 

 

La forme non-hydrolysée du céfotaxime-biotine est éluée à 26 % d’acétonitrile (Figure 

53) avec une masse moléculaire en SM de 1283,45 Da. La forme hydrolysée est, quant-à-elle, 

éluée à 23 % d’acétonitrile (Figure 53) avec des masses moléculaires en SM de 1241,46 Da 

et 1301,46 Da. La masse de 1301,46 Da correspond au céfotaxime-biotine hydrolysé (cycle 

β-lactame ouvert). La masse de 1241,46 Da correspond au céfotaxime-biotine hydrolysé 

(cycle β-lactame ouvert) ayant subi une décarboxylation et une déacétylation spontanées. 

Ces pertes de groupements chimiques dues à l’ionisation par SM ont été observées dans 

d’autres études (231).   
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Figure 53 : Les profils d’élution du céfotaxime-biotine non-hydrolysé et du céfotaxime-biotine 

hydrolysé en chromatographie en phase inverse. 

Protocole : Le céfotaxime-biotine non-hydrolysé et le céfotaxime-biotine hydrolysé ont été purifiés par 

chromatographie en phase inverse sur un gradient eau/acétonitrile (0 à 80 %) sur une colonne C18. Le volume 

d’injection sur la colonne est de 2 mL. Le poids moléculaire est vérifié par chromatographie liquide couplée à la 

spectrométrie de masse où un cycle de séparation de 15 minutes sur colonne C18 est réalisé. Puis, l'échantillon 

est ionisé à l’aide d’une source électrospray et les ions sont séparés en fonction de leur ratio masse/charge au sein 

du quadripôle. Pour le céfotaxime-biotine non-hydrolysé, le pic d’intérêt est à 26 %. Pour le céfotaxime-biotine 

hydrolysé, le pic d’intérêt est à 23 %. 
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Pour le céfotaxime non-hydrolysé, après purification, le pic d’intérêt se situe à 8,5 % 

d’acétonitrile (Figure 54). La masse moléculaire obtenue en SM est de 456,06 Da. Après 

l’étape d’hydrolyse, le chromatoGramme d’élution a montré deux pics distincts : un pic à 8,5 

% correspondant au céfotaxime non-hydrolysé et un pic à 2 % correspondant au céfotaxime 

hydrolysé (Figure 54). La masse moléculaire obtenue pour ce second pic en SM est de 414,07 

Da. Cette forme correspond à une ouverture du cycle β-lactame associé à une 

décarboxylation et à une déacétylation, déjà observé en SM dans une autre étude (232). 
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Figure 54 : Les profils d’élution du céfotaxime non-hydrolysé et du céfotaxime hydrolysé en 

chromatographie en phase inverse. 

Protocole : Le céfotaxime non-hydrolysé et le céfotaxime hydrolysé ont été purifiés par chromatographie en phase 

inverse sur un gradient eau/acetonitrile (0 à 80 %) sur une colonne C18 d’un appareil de chromatographie AKTA. 

Le volume d’injection sur la colonne est de 2 mL. Le poids moléculaire est vérifié par chromatographie liquide 

couplée à la spectrométrie de masse où un cycle de séparation de 15 minutes sur colonne C18 est réalisé. Puis, 

l'échantillon est ionisé à l’aide d’une source électrospray et les ions sont séparés en fonction de leur ratio 

masse/charge au sein du quadripôle. Pour le céfotaxime non-hydrolysé, le pic d’intérêt est à 8,5 %. Pour le 

céfotaxime hydrolysé, le pic d’intérêt est à 2 %. 
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II.2.2. Le suivi de la réponse immunitaire des souris 

 

II.2.2.1. Le matériel et les méthodes 

 

Des injections par voie sous-cutanée de 50 µg de l’immunogène/souris ont été 

réalisées toutes les trois semaines pendant trois mois, à raison de quatre souris par 

immunogène. Deux semaines après chaque immunisation, des prélèvements sanguins 

appelés saignées, sont réalisés (Figure 47) et les anticorps spécifiques du céfotaxime sont 

dosés par réaction immuno-enzymatique. 

Pour ce faire, des anticorps polyclonaux de chèvre anti-immunoglobulines de souris 

(CAS) (Cas n°115-005-066, Jackson ImmunoResearch) sont immobilisés par adsorption 

passive sur des plaques de microtitration 96 puits (plaque Nunc-Immuno, Thermo Fisher 

Scientific). 100 µL d’une solution CAS à 10 µg/mL en tampon phosphate de potassium 50 

mM pH 7,4 sont déposés et incubés sur la nuit à température ambiante. Puis, la plaque est 

vidée et 300 µL de tampon EIA-PVP (Phosphate de potassium 0,1 M pH 7,4 + NaCl 0,15 M 

+ PVP 0,1 % + Azide de sodium 0,01 %) sont déposés pour la saturation et la conservation 

des plaques. Après 1 jour de saturation, les plaques sont lavées en tampon de lavage 

(phosphate de potassium 10 mM pH 7,4 + Tween 20 0,05 %). Les prélèvements sanguins 

sont dilués en tampon EIA-PVP, à raison de dilutions aux 1/100ième ; 1/1 000ième ; 1/10 

000ième ; 1/100 000ième. 50 µL de chaque dilution sont déposés en double sur une plaque de 

microtitration où a été immobilisé le CAS. Simultanément, 50 µL de l’antibiotique-biotine 

non-hydrolysé préalablement dilué en tampon EIA-PVP, sont déposés dans les puits avec les 

différentes dilutions des prélèvements sanguins. L’incubation est faite sur une nuit à 4°C. A 

l’issue de l’incubation sur la nuit pour les deux cas, 2*3 lavages en tampon de lavage sont 

réalisés puis 100 µL de Streptavidine-acétylcholinestérase à 1 unité enzymatique (UE)/mL 

(c’est-à-dire, la quantité d’enzyme donnant une absorbance d’une unité à DO414 nm en 1 

minute dans 1 mL) sont déposés et incubés pendant 1 heure à température ambiante. Après 

2*5 lavages en tampon de lavage, 200 µL du réactif d’Ellmann (DTNB + acétylthiocholine 

iodide) sont ajoutés. Les plaques sont lues à DO414 nm au bout de 30 minutes et 1 heure 
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(Figure 55). L’intensité des signaux obtenus lors de ce test est proportionnelle à la quantité 

d’anticorps spécifiques du céfotaxime non-hydrolysé. 

 

Figure 55 : Le dosage immuno-enzymatique pour suivre les anticorps spécifiques du 

céfotaxime non-hydrolysé. 

Protocole : Les anticorps présents dans les prélèvements sanguins sont capturés par un premier anticorps CAS 

immobilisé sur la paroi des puits d’une plaque de microtitration 96 puits. Du céfotaxime-biotine non-hydrolysé 

est ajouté dans chaque puits. L’incubation est faite sur une nuit à 4°C. Puis, après lavage des plaques, de la 

streptavidine-acétylcholinestérase est déposée et incubée pendant 1 heure à température ambiante. Après lavage, 

du réactif d’Ellmann (DTNB + acétylthiocholine iodide) est ajouté. Les plaques sont lues à DO414 nm au bout de 30 

minutes et 1 heure. L’intensité des signaux obtenus lors de ce test est proportionnelle à la quantité d’anticorps 

spécifiques du céfotaxime non-hydrolysé ; (CAS : anticorps polyclonaux de chèvre anti-immunoglobulines de 

souris ; DTNB : acide 5,5-dithio-bis-(2-nitrobenzoïque)). 

 

Pour la sélection des anticorps spécifiques et l’évaluation de l’affinité de ces mêmes 

anticorps, différents tests sont mis en place avec les différentes formes d’antibiotiques 

décrites précédemment. Ces derniers sont présentés en Figure 56. 
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Figure 56 : Les dosages immuno-enzymatiques pour suivre les anticorps spécifiques d’un 

antibiotique dans les prélèvements sanguins, pour la sélection des hybridomes et la 

caractérisation des anticorps. 

Protocole : Test 1 : Dans ce test, les anticorps présents dans les prélèvements sanguins sont capturés par un 

premier anticorps CAS immobilisé sur la paroi des puits d’une plaque de microtitration 96 puits. De l’antibiotique-

biotine non-hydrolysé est ajouté dans chaque puits. Après une incubation à 4°C pendant une nuit et après lavage, 

de la streptavidine-acétylcholinestérase est déposée et incubée pendant 1 heure à température ambiante. Après 

lavage, du réactif d’Ellmann (DTNB + acétylthiocholine iodide) est ajouté. Les plaques sont lues à DO414 nm au 

bout de 30 minutes et 1 heure. L’intensité des signaux obtenus lors de ce test est proportionnelle à la quantité 

d’anticorps spécifiques de l’antibiotique non-hydrolysé Test 2 : Le même principe que le test 1 est réalisé. 

L’antibiotique-biotine non-hydrolysé est remplacé par l’antibiotique-biotine hydrolysé. Test 3 : Le même principe 

que le test 1 est réalisé. L’antibiotique non-hydrolysé est ajouté avec l’antibiotique-biotine non-hydrolysé. Test 

4 : Le même principe que le test 1 est réalisé. L’antibiotique hydrolysé est ajouté avec l’antibiotique-biotine non-

hydrolysé ; (CAS : anticorps polyclonaux de chèvre anti-immunoglobulines de souris ; DTNB : acide 5,5-dithio-

bis-(2-nitrobenzoïque)). 

 

Pour les tests 1 et 2, l’apparition d’un signal dans les puits indique la présence 

d’anticorps anti-céfotaxime non hydrolysé et anti-céfotaxime hydrolysé respectivement. Les 

souris sélectionnées seront celles pour lesquelles les saignées ont donné un signal maximal 

dans le test 1 et minimal dans le test 2.  

Pour les tests 3 et 4, une baisse des signaux à DO414 nm proportionnelle à la 

concentration en compétiteur révèle la présence d’anticorps reconnaissant le compétiteur : 

céfotaxime non-hydrolysé (test 3) ou céfotaxime hydrolysé (test 4). D’autre part, ces tests 

permettent d’évaluer la spécificité relative des anticorps pour le céfotaxime non-hydrolysé 

et le céfotaxime hydrolysé. Ainsi, si la baisse du signal est similaire pour les deux formes de 
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céfotaxime alors les anticorps possèdent la même affinité pour ces deux molécules. Si la 

baisse du signal est plus faible pour l’une des deux formes de céfotaxime alors l’anticorps 

possède une affinité plus faible pour cette forme. 

Les graphiques obtenus sont f([dilution saignée]) = Absorbance (mAu) pour le test 1 

et f([Antibiotique]) = B/B0 (%) pour le test 3. Pour rappel, le signal B0 correspond à 

l’absorbance obtenue en absence de compétiteur (Absorbance maximale). Le signal B est 

l’absorbance obtenue lorsque le compétiteur et le marqueur sont en interaction avec 

l’anticorps. Le B/B0 (50 %) correspond à la concentration en compétiteur où 50 % du signal 

issu du marqueur est déplacé par le compétiteur (exemple de courbe en Figure 57).  
 

 

Figure 57 : Exemple de courbe d’étalonnage pour un dosage par compétition. 

Descriptif : Dans cet exemple, le signal B0 correspond à l’absorbance obtenue en absence de compétiteur (100 

%). Le signal B est l’absorbance obtenue lorsque le compétiteur et le marqueur sont en interaction avec l’anticorps. 

Le B/B0 (50 %) correspond à la concentration en compétiteur où 50 % du signal issu du marqueur est déplacé 

par le compétiteur. 

 

II.2.2.2. Les résultats et l’interprétation 

 

Dans un premier temps, la concentration optimale à utiliser pour le céfotaxime-

biotine non-hydrolysé est définie. Avec le test 1, les concentrations suivantes ont été testées : 

1 µg/ml ; 100 ng/ml ; 10 ng/ml, sur la saignée n°3 de la souris Biozzi 173. La dilution avec le 

moins de non-spécifique et sans perte significative de signal à DO414 nm a été sélectionnée. 

Ainsi, la concentration à 10 ng/ml est gardée. 

Puis, à partir des différentes saignées récupérées, un dosage est réalisé sur chacune 

d’entre elles avec le test 1. Le temps de révélation optimal sélectionné est de 30 minutes 

(absorbance entre 1,5 à 2,0 à DO414 nm). Après 30 minutes de révélation avec le réactif 

d’Ellmann, les plaques sont lues et les résultats sont présentés en Figure 58. 
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Souris Biozzi 174
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Souris Biozzi 175
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Souris Biozzi 176
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Figure 58 : Le suivi des réponses immunitaires sur les saignées des souris immunisées avec du 

céfotaxime-BSA. 

Protocole : Les prélèvements sanguins sont dilués aux 1/100ième ; 1/1 000 ième ; 1/10 000 ième ; 1/100 000 ième. Sur 

les plaques où du CAS a été immobilisé, 50 µL de chaque dilution sont déposés en double sur une plaque de 

microtitration, et 50 µL de céfotaxime-biotine non-hydrolysé à 10 ng/mL est déposé dans chacun des puits. 

L’incubation est faite sur une nuit à 4°C. Puis, la révélation des puits à l’aide de la streptavidine-

acétylcholinestérase et du réactif d’Ellmann est réalisée. L’absorbance à DO414 nm est lue à 30 minutes 

d’incubation ; (CAS : anticorps polyclonaux de chèvre anti-immunoglobulines de souris). 

 

Toutes les souris Biozzi indiquent des absorbances positives dès la saignée n°2, avec 

les plus fortes intensités pour les saignées n°3. Les souris Biozzi 175 et 176 ont les plus forts 

signaux pour les saignées n°3. Pour sélectionner les deux souris à utiliser pour la fusion, des 

compétitions en ELISA sont réalisées sur les différentes saignées.  

Au préalable, des optimisations sur la concentration en céfotaxime-biotine non-

hydrolysé et en dilution des saignées n°3 sont réalisées de telles sortes à être en quantité 

limitante pour ces deux composants (autour d’une DO414 nm de 0,5 après 30 minutes de 

révélation). Ces études ont permis de sélectionner les conditions suivantes : 

- Souris Biozzi 173 ; Saignée n°3 : 1/100 000 – Céfotaxime-biotine non-hydrolysé :          

1 ng/mL ; 

- Souris Biozzi 174 ; Saignée n°3 : 1/100 000 – Céfotaxime-biotine non-hydrolysé :           

10 ng/mL ; 
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- Souris Biozzi 175 ; Saignée n°3 : 1/200 000 – Céfotaxime-biotine non-hydrolysé :              

3 ng/mL ; 

- Souris Biozzi 176 ; Saignée n°3 : 1/200 000 – Céfotaxime-biotine non-hydrolysé :           

1 ng/mL. 

 

Ensuite, le test est réalisé pour tracer les courbes de compétitions pour chaque 

saignée n°3 des quatre souris. Pour la compétition avec le céfotaxime non-hydrolysé, la 

gamme de concentration est : 1 000 ng/mL ; 100 ng/mL ; 10 ng/mL ; 1 ng/mL ; 0 ng/mL. 

Après 30 minutes de révélation avec le réactif d’Ellmann, les plaques sont lues et les résultats 

sont présents en Figure 59. 
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Figure 59 : Les courbes de compétition avec le céfotaxime sur les saignées des souris 

immunisées avec du céfotaxime-BSA. 

Protocole : En microplaques 96 puits où du CAS a été immobilisé préalablement, 50 µL d’anticorps du dernier 

prélèvement sanguin de chaque souris sont mis en compétition avec 50 µL de céfotaxime-biotine non-hydrolysé 

(souris Biozzi 173 à 176, respectivement 1 ng/mL, 10 ng/mL, 3 ng/mL, 1 ng/mL) et 50 µL de céfotaxime non-

hydrolysé (différentes concentrations testées : 1 000 ng/mL ; 100 ng/mL ; 10 ng/mL ; 1 ng/mL ; 0 ng/mL). Pour 

chaque concentration de céfotaxime non-hydrolysé, le pourcentage de déplacement du céfotaxime-biotine non-

hydrolysé est déterminé ; (CAS : anticorps polyclonaux de chèvre anti-immunoglobulines de souris). 
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Les courbes de compétitions présentées ci-dessus indiquent des diminutions de 

signal de 50 % avec des concentrations en céfotaxime non-hydrolysé inférieures à 1 µg/ml : 

- Souris Biozzi 173 ; B/B0 (50 %) : 0,971 µg/mL ; 

- Souris Biozzi 174 ; B/B0 (50 %) : 0,134 µg/mL ; 

- Souris Biozzi 175 ; B/B0 (50 %) : 0,223 µg/mL ; 

- Souris Biozzi 176 ; B/B0 (50 %) : 0,094 µg/mL. 

 

La diminution du signal avec la plus petite concentration est obtenue avec la saignée 

de la souris Biozzi 176, et similaire entre les souris Biozzi 174 et 175. Par contre, la souris 

Biozzi 173 présentait un taux d’anticorps spécifiques inférieur aux autres souris Biozzi. Au vu 

des résultats obtenus, les souris Biozzi 175 et 176 sont donc sélectionnées pour initier la 

fusion et obtenir des hybridomes.  

 

II.2.3. La sélection des hybridomes et la caractérisation des anticorps  

 

II.2.3.1. La sélection des hybridomes  

 

II.2.3.1.1. Le matériel et les méthodes  

 

L’obtention des hybridomes s’est faite selon le protocole décrit par Kohler G. et 

Milstein C. (239). Les deux souris possédant la meilleure réponse immunitaire sont sacrifiées 

et les rates sont récupérées pour être broyées. Les splénocytes extraits, sont mélangés à des 

cellules de myélome murin (NS-1) avec un ratio 3 : 1. Après centrifugation, le culot de cellules 

est repris par du polyéthylène glycol, qui favorise la fusion membranaire. Après lavage, les 

cellules sont suspendues dans du milieu Hypoxanthine-Aminoptérine-Thyamidine (Gibco, 

Life Technologies), puis sont réparties en microplaques de culture contenant du milieu RPMI 

1640 + sérum de veau fœtal 15 % (Gibco, Life Technologies) et des macrophages (favorisent 

la survie cellulaire). Les cellules sont cultivées à 37 °C et 7 % de CO2. Dans ce milieu de 

culture, seuls les hybridomes (cellules issues de la fusion entre une céllule de myélome (NS1) 

et une cellule splénique) sont capables de proliférer. Après sept à dix jours, les milieux de 
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cultures des hybridomes sont récupérés et la sécrétion d’anticorps spécifiques est évaluée 

par les tests immuno-enzymatiques décrits précédemment.  

Pour effectuer les différents tests, les concentrations du céfotaxime-biotine non-

hydrolysé et du céfotaxime-biotine hydrolysé ont été déterminées. Ainsi, la concentration 

du céfotaxime-biotine non-hydrolysé est de 0,33 ng/mL et la concentration du céfotaxime-

biotine hydrolysé est de 1 ng/mL. La concentration du céfotaxime non-hydrolysé et du 

céfotaxime hydrolysé pour la sélection des hybridomes est de 1 µg/mL. 

Une pré-sélection sur cent hybridomes est réalisée avec les tests 1 et 2. L’objectif est 

d’obtenir les plus fortes absorbances à DO414 nm pour le test 1 et les plus faibles voire 

inexistantes pour le test 2. Puis, les surnageants des cent hybridomes sont évalués, avec les 

tests 1 à 4, le but étant de sélectionner les vingt hybridomes présentant les signaux les plus 

élevés pour ces tests 1 et 4, et les plus faibles (voire inexistants) pour les tests 2 et 3. Ces 

vingt hybridomes sont clonés par la méthode de dilution limite afin d’obtenir une lignée 

cellulaire pure sécrétant un anticorps monoclonal issu d’un hybridome. Pour ce faire, une 

quantité connue de cellules est diluée dans un grand volume de culture et répartie sur une 

plaque 96 puits avec pour but d’avoir une population homogène (résultats équivalents avec 

les différents tests immuno-enzymatiques).  

Les vingt anticorps monoclonaux obtenus, sont produits en grande quantité par 

culture in vitro en milieu RPMI + sérum de veau foetal « Low IgG » 10 % (Gibco, Life 

Technologies). La purification s’effectue par chromatographie d’affinité protéine G greffée 

sur un gel (GE Healthcare) en utilisant un appareil de chromatographie AKTA (AKTAxpress, 

GE Healthcare). Chaque surnageant est injecté dans l’appareil de purification, puis un lavage 

avec du tampon phosphate de potassium 20 mM pH 7,4 est réalisé. Un tampon glycine 100 

mM pH 2,5 est ajouté pour éluer les anticorps fixés sur les protéines G. L’appareil collecte 

les fractions en fonction de l’absorbance à DO280nm. Les fractions contenant l’anticorps purifié 

sont regroupées, puis dialysées en tampon phosphate de potassium 50 mM pH 7,4. Après 

dialyse, la concentration des anticorps monoclonaux est calculée à partir de l’absorbance 

des solutions à 280 nm ; 1 mg d’anticorps correspondant à 1,4*DO280nm. Enfin, un gel SDS-

Page à 13,4 % est réalisé pour déterminer la pureté des anticorps en conditions non réduite 

et réduite.  
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L’isotypage de l’anticorps monoclonal présent dans le milieu de culture est déterminé 

avec le kit « Pierce Rapid ELISA Mouse mAb Isotyping » (Thermo Fisher Scientific). 

 

II.2.3.1.2. Les résultats et l’interprétation  

 

Sur les 458 hybridomes obtenus, une première sélection a été réalisée avec les tests 

1 et 2 ; 107 hybridomes ont été sélectionnés avec une reconnaissance maximale pour le 

céfotaxime-biotine non-hydrolysé et minimale pour le céfotaxime-biotine hydrolysé. Puis, 

une seconde sélection a été faite avec les tests 1, 2, 3 et 4. Sur ces tests, ceux indiquant les 

meilleurs déplacements avec le céfotaxime non-hydrolysé et des déplacements nuls pour le 

céfotaxime hydrolysé sont sélectionnés ; dix-neuf hybridomes ont été sélectionnés.  

Après les étapes de clonage par la méthode des dilutions, les hybridomes ont été mis 

en culture pour produire ces anticorps, puis ont été purifiés. La pureté et l’isotypage de 

chaque anticorps ont été déterminés.  

 

II.2.3.2. L’évaluation de la spécificité 

 

II.2.3.2.1. Le matériel et les méthodes 

 

Pour évaluer la spécificité de chaque anticorps monoclonal, les tests 3 et 4 décrits 

précédemment sont réalisés, cette fois-ci, avec différentes concentrations de céfotaxime 

non-hydrolysé et hydrolysé, utilisés comme compétiteur. Pour déterminer les concentrations 

optimales en anticorps pour ces tests, les concentrations suivantes ont été testées : 1 000 

ng/mL, 300 ng/mL, 100 ng/mL, 30 ng/mL, 10 ng/mL, 3 ng/mL ; avec le céfotaxime-biotine 

non-hydrolysé à une concentration de 0,33 ng/mL. L’objectif étant d’être à environ DO414 nm 

de 0,5 après une heure de révélation en absence de compétiteur. Puis, les concentrations 

des compétiteurs utilisées sont les suivantes : 0,2 nmol/mL, 0,02 nmol/mL, 0,002 nmol/mL, 

0,0002 nmol/mL, 0 nmol/mL. Pour certains anticorps, des concentrations plus élevées en 

céfotaxime ont dues être utilisées afin d’observer une baisse du signal.  

Les solutions ont été déposées en microplaque 96 puits, sur la paroi où du CAS a été 

préalablement immobilisé, à raison de 50 µL de marqueur (céfotaxime-biotine non-
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hydrolysé), de 50 µL de compétiteur (céfotaxime non hydrolysé ou hydrolysé) et de 50 µL de 

la solution d’anticorps. Une incubation des microplaques pendant une nuit à 4°C est réalisée. 

Ensuite, après un lavage en tampon de lavage, 100 µL de streptavidine-acétylcholinestérase 

ont été ajoutés pendant 1 heure à température ambiante et sous agitation. Après lavage des 

puits en tampon de lavage, 200µL de réactif d’Ellmann ont été déposés. La lecture de 

l’absorbance a été effectuée après 1 heure d’incubation sous agitation à DO414 nm au 

spectrophotomètre (Multiskan Ex, Thermo Fisher Scientific).  

Les graphiques obtenus par superposition des différentes courbes, sont 

f([Antibiotique]) = B/B0 (%). Pour rappel, le signal B0 correspond à l’absorbance obtenue en 

absence de compétiteur (Absorbance maximale). Le signal B est l’absorbance obtenue 

lorsque le compétiteur et le marqueur sont en interaction avec l’anticorps. Le B/B0 (50 %) 

correspond à la concentration en compétiteur où 50 % du signal issu du marqueur est 

déplacé par le compétiteur. Le pourcentage de réactions croisées est calculé en divisant une 

concentration de céfotaxime par la concentration de compétiteur qui induit une baisse de 

signal similaire à cette concentration de céfotaxime. Ce résultat est multiplié par 100 pour 

être exprimé en pourcentage (exemple de courbe en Figure 60). 

 

 

Figure 60 : Exemple de courbe d’étalonnage pour un dosage par compétition. 

Descriptif : Dans cet exemple, le signal B0 correspond à l’absorbance obtenue en absence de compétiteur (100 

%). Le signal B est l’absorbance obtenue lorsque le compétiteur et le marqueur sont en interaction avec l’anticorps. 

Le B/B0 (50 %) correspond à la concentration en compétiteur où 50 % du signal issu du marqueur est déplacé 

par le compétiteur. Le pourcentage de réactions croisées (RC) est calculé en divisant une concentration (X) de 

céfotaxime par la concentration (Y) de compétiteur qui permet une diminution du signal équivalente à celle 

induite par la concentration X de céfotaxime. Ce résultat est multiplié par 100 pour être exprimé en pourcentage.  
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II.2.3.2.2. Les résultats et l’interprétation 

 

Les résultats obtenus après 1 heure d’incubation avec le réactif d’Ellmann ont permis 

d’établir les profils de courbes de compétition pour les dix-neuf anticorps sélectionnés. Pour 

plus de clarté, les différentes situations rencontrées sont représentées sur différentes figures. 

Sur la Figure 61, les courbes de compétition de cinq anticorps avec le céfotaxime non-

hydrolysé (test 3 ; trait plein) et avec le céfotaxime hydrolysé (test 4 ; trait pointillé) sont 

présentées.  
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Figure 61 : Les courbes de compétition avec le céfotaxime sur cinq anticorps. 

Protocole : En microplaques 96 puits où du CAS a été immobilisé préalablement, 50 µL de céfotaxime-biotine 

non-hydrolysé (0,33 ng/mL) et 50 µL de céfotaxime non-hydrolysé (trait plein) ou hydrolysé (trait pointillé) 

(différentes concentrations testées : 0,2 nmol/mL ; 0,02 nmol/mL ; 0,002 nmol/mL ; 0,0002 nmol/mL ; 0 nmol/mL) 

sont mis en compétition pour la reconnaissance par cinq anticorps monoclonaux. Pour chaque concentration de 

céfotaxime, le pourcentage de déplacement du céfotaxime-biotine non-hydrolysé est déterminé ; (CAS : anticorps 

polyclonaux de chèvre anti-immunoglobulines de souris). 

 

Pour les cinq anticorps, les courbes de compétition obtenues sont quasiment 

identiques, et le B/B0 (50 %) est inférieur à 2 pmol/mL avec le céfotaxime non-hydrolysé. 

Cependant, comme illustré sur la Figure 62, les courbes obtenues avec les différents 

anticorps ne sont pas toutes identiques.  
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Figure 62 : Les courbes de compétition avec le céfotaxime sur trois anticorps. 

Protocole : En microplaques 96 puits où du CAS a été immobilisé préalablement, 50 µL de céfotaxime-biotine 

non-hydrolysé (0,33 ng/mL) et 50 µL de céfotaxime non-hydrolysé (trait plein) ou hydrolysé (trait pointillé) 

(différentes concentrations testées : 0,2 nmol/mL ; 0,02 nmol/mL ; 0,002 nmol/mL ; 0,0002 nmol/mL ; 0 nmol/ml) 

sont mis en compétition pour leur reconnaissance par trois anticorps monoclonaux. Pour chaque concentration 

de céfotaxime, le pourcentage de déplacement du céfotaxime-biotine non-hydrolysé est déterminé ; (CAS : 

anticorps polyclonaux de chèvre anti-immunoglobulines de souris). 

 

Ainsi, pour l’anticorps 3, le B/B0 (50 %) est inférieur à 2 pmol/mL, pour l’anticorps 6, 

le B/B0 (50 %) est d’environ 3,29 pmol/mL et pour l’anticorps 7, le B/B0 (50 %) est de 22 

pmol/mL avec le céfotaxime non-hydrolysé.  

Pour ces sept anticorps (anticorps 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7) représentés, une baisse du signal 

par le céfotaxime hydrolysé n’est observé que pour des concentrations très élevées, ce qui 

démontre la spécificité de l’anticorps vis-à-vis de la forme non-hydrolysée de l’antibiotique 

(Figure 63).  
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Figure 63 : Les courbes de compétition avec le céfotaxime sur deux anticorps. 

Protocole : En microplaques 96 puits où du CAS a été immobilisé préalablement, 50 µL de céfotaxime-biotine 

non-hydrolysé (0,33 ng/mL) et 50 µL de céfotaxime non-hydrolysé ou hydrolysé (différentes concentrations 

testées : 0,2 nmol/mL ; 0,02 nmol/mL ; 0,002 nmol/mL ; 0,0002 nmol/mL ; 0 nmol/mL) sont mis en compétition 

pour leur reconnaissance par deux anticorps monoclonaux. Pour chaque concentration de céfotaxime, le 

pourcentage de déplacement du céfotaxime-biotine non-hydrolysé est déterminé ; (CAS : anticorps polyclonaux 

de chèvre anti-immunoglobulines de souris). 

 

Ainsi, le céfotaxime hydrolysé est reconnu par les anticorps mais avec un taux de 

réaction croisée très faible (exemple avec l’anticorps 3). Parmi les dix-neuf anticorps obtenus, 

l’anticorps 8 présentait des courbes similaires entre les deux formes de céfotaxime. Le 

résultat obtenu avec l’anticorps 8 (courbes similaires) était dû à une mauvaise 

reconnaissance de la forme non-hydrolysée plutôt qu’à une meilleure reconnaissance de la 

forme hydrolysée. 

Les concentrations en B/B0 (50 %) avec le céfotaxime non-hydrolysé ainsi que les 

pourcentages de réactions croisées des dix-neuf anticorps obtenus entre les deux formes de 

céfotaxime sont répertoriés dans le Tableau 7.  
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Anticorps 

monoclonaux 

obtenus 

Concentrations en B/B0 (50 %) du 

céfotaxime non-hydrolysé (nmol/mL) 

Réactions croisées entre les 

deux formes de céfotaxime (%)  

Anticorps 1 0,0011 < 0,1 % 

Anticorps 2 0,0011 < 0,1 % 

Anticorps 3 0,0011 < 0,1 % 

Anticorps 4 0,0012 < 0,1 % 

Anticorps 5 0,0011 < 0,1 % 

Anticorps 6 0,018 < 0,1 % 

Anticorps 7 0,0034 < 0,1 % 

Anticorps 8 251,96 1295,76 % 

Anticorps 9 0,0017 < 0,1 % 

Anticorps 10 0,0009 < 0,1 % 

Anticorps 11 0,0018 < 0,1 % 

Anticorps 12 0,0017 < 0,1 % 

Anticorps 13 0,0019 < 0,1 % 

Anticorps 14 0,0024 < 0,1 % 

Anticorps 15 0,0074 < 0,1 % 

Anticorps 16 0,0009 < 0,1 % 

Anticorps 17 0,0025 < 0,1 % 

Anticorps 18 0,0015 < 0,1 % 

Anticorps 19 0,011 < 0,1 % 

Tableau 7 : Les pourcentages de réactions croisées des dix-neuf anticorps obtenus entre les 

deux formes de céfotaxime ainsi que les concentrations B/B0 (50 %) du céfotaxime non-

hydrolysé. 

Descriptif : Le B/B0 (50 %) correspond à la concentration en compétiteur où 50 % du signal issu du marqueur est 

déplacé par le compétiteur. Les pourcentages de réactions croisées sont déterminés de la manière suivante : pour 

une baisse de signal similaire, la concentration de céfotaxime non-hydrolysé est divisée par la concentration de 

céfotaxime hydrolysé, et ce résultat est multiplié par 100 pour être exprimé en pourcentage. Dans le cas où le 

B/B0 (50 %) n’a pas été déterminé pour le céfotaxime hydrolysé (même à la plus forte concentration), la valeur < 

0,1 % est inscrite. 

 

Les B/B0 (50 %) pour le céfotaxime non-hydrolysé varient de 0,011 nmol/mL pour les 

anticorps 1, 2, 3, 5, et 19 à 251,96 nmol/mL pour l’anticorps 8. Dans le cas où aucune baisse 

de signal n’a été observé à 0,2 nmol/mL pour le céfotaxime hydrolysé, les réactions croisées 

sont inférieures à 0,1 %. Les résultats obtenus (Tableau 7) montrent que les réactions croisées 

entre les deux formes de céfotaxime sont très faibles, sauf pour l’anticorps 8 qui présente 

1295,78 % (mauvaise reconnaissance du céfotaxime non-hydrolysé). Ainsi, la grande 

majorité des anticorps présente une bonne spécificité pour le céfotaxime non-hydrolysé.   
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II.2.3.3. L’évaluation de l’affinité 

 

II.2.3.3.1. Le matériel et les méthodes 

 

Pour évaluer l’affinité des anticorps vis-à-vis du céfotaxime, une technologie basée 

sur l’interférométrie a été utilisée (biolayer interferometry) et est représentée en Figure 64. 

Dans cette technologie, l’antigène ou l’anticorps est immobilisé à l’extrémité d’une fibre 

optique. De la lumière blanche est dirigée dans cette fibre optique et est réfléchie au niveau 

de l’extrémité de cette dernière. La formation du complexe antigène/anticorps à l’extrémité 

de cette fibre modifie la longueur d’onde de la lumière. Pour réaliser l’ensemble des étapes 

en plaques de microtitration et mesurer le décalage de la longueur d’onde (Δλ), un appareil 

nommé OCTET est utilisé (OCTET Red 96, Pall). Ainsi, les interactions entre l’antigène et 

l’anticorps sont mesurées en continu ce qui permet de calculer les constantes de dissociation 

(kd) et d’association (ka). 
 

 

Figure 64 : Le principe du test d’interférométrie pour évaluer l’affinité des anticorps. 

Descriptif : L’interférométrie est une technique d’analyse optique qui analyse le schéma d’interférence de la 

lumière blanche réfléchie par deux surfaces. La modification du nombre de molécules liées au biocapteur (fibres 

optiques sur lesquelles a été immobilisé de la streptavidine ou des anticorps) entraîne un décalage de longueur 

d’onde, mesuré en temps réel.  

 

Pour chaque anticorps d’intérêt, le KD (kd/ka) est mesuré respectivement pour le 

céfotaxime-biotine non-hydrolysé et le céfotaxime-biotine hydrolysé. Plus le KD est faible, 

plus l’affinité de l’anticorps est forte. Pour ce faire, les deux molécules de céfotaxime 

biotinylées ont été utilisées à 1 µg/mL avec des fibres optiques sur lesquelles a été 

immobilisée de la streptavidine (Sartorius). Une gamme de concentration pour chaque 
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anticorps est réalisée : 100 nM ; 33,3 nM ; 11,1 nM ; 3,7 nM ; 1,23 nM ; 0,41 nM ; 0,137 nM ; 

0 nM. Chaque solution a été préparée dans un tampon OCTET (phosphate de potassium 0,1 

M pH 7,4 + PVP 0,1 % + NaCl 0,15 M + Tween 20 0,02 % + Azide de sodium 0,01 %). Les 

senseurs doivent être immergés dans 200 µL de solution pour chaque étape du test, qui sont 

les suivantes (Figure 65) :  

- Définir une ligne de base : les fibres streptavidine sont plongées pendant 300 

secondes dans du tampon OCTET ; 

- Former les complexes streptavidine-biotine-antibiotique (céfotaxime non-hydrolysé 

ou hydrolysé) : les fibres sont immergées pendant 600 secondes dans du tampon 

OCTET ; 

- Définir à nouveau une ligne de base : les fibres sont placées pendant 200 secondes 

dans du tampon OCTET ; 

- Association des anticorps avec l’antibiotique (céfotaxime non-hydrolysé ou 

hydrolysé) : les fibres sont plongées dans les solutions d’anticorps pendant 300 

secondes afin de former les complexes anticorps/antibiotiques ; 

- Dissociation des complexes des anticorps : les fibres sont à nouveau plongées dans 

du tampon OCTET pendant 600 secondes afin de visualiser une dissociation du 

complexe antibiotique/anticorps.  

 

Pour chaque concentration, un décalage de longueur d’onde est mesuré lorsqu’il y a 

fixation de l’anticorps au complexe. Ces valeurs permettent de calculer les kd et ka donnant 

ainsi des résultats sur l’affinité de l’anticorps vis-à-vis des deux formes de céfotaxime-

biotine.  
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Figure 65 : Les différentes étapes du test d’interférométrie pour évaluer l’affinité des anticorps 

pour l’antibiotique-biotine. 

Descriptif : Pour évaluer l’affinité des anticorps pour l’antibiotique-biotine par interférométrie, cinq étapes sont 

réalisées : 1- Définir une ligne de base : les fibres streptavidine sont plongées pendant 300 secondes dans du 

tampon OCTET (phosphate de potassium 0,1 M pH 7,4 + PVP 0,1 % + NaCl 0,15 M + Azide de sodium 0,01 % + 

Tween 20 0,02 %) ; 2- Former les complexes streptavidine-biotine-antibiotique : les fibres sont immergées 

pendant 600 secondes dans du tampon OCTET ; 3- Définir à nouveau une ligne de base : les fibres sont placées 

pendant 200 secondes dans du tampon OCTET ; 4- Association des anticorps avec l’antibiotique : les fibres sont 

plongées dans les solutions d’anticorps pendant 300 secondes afin de former les complexes 

anticorps/antibiotiques ; 5- Dissociation des complexes des anticorps : les fibres sont à nouveau plongées dans 

du tampon OCTET pendant 600 secondes afin de visualiser une dissociation du complexe antibiotique/anticorps.  

 

II.2.3.3.2. Les résultats et l’interprétation 

 

Les résultats graphiques obtenus par l’OCTET sur les différentes étapes du test sont 

présentés en Figure 66 pour l’anticorps 3 et pour l’anticorps 8, sur les deux formes de 

céfotaxime-biotine.  
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  Anticorps 3 – Céfotaxime-biotine non-hydrolysé 

  
Anticorps 3 – Céfotaxime-biotine hydrolysé 

  
Anticorps 8 – Céfotaxime-biotine non-hydrolysé 

  
Anticorps 8 – Céfotaxime-biotine hydrolysé 

  

Figure 66 : Les graphiques obtenus en OCTET sur l’affinité du céfotaxime-biotine non-

hydrolysé et du céfotaxime-biotine hydrolysé sur deux anticorps. 

Descriptif : Les graphiques obtenus sont constitués de différentes phases qui sont : 1- Une ligne de base pendant 

300 secondes effectuée dans le tampon ; 2- Une association entre le senseur streptavidine et le céfotaxime-biotine 

non-hydrolysé ou hydrolysé (concentration définie précédemment à 1 µg/mL) pendant 600 secondes. Chaque 

courbe correspond à une concentration d’anticorps ; 3- Une ligne de base pendant 200 secondes effectuée dans 

le tampon ; 4- Une association entre les anticorps et le céfotaxime-biotine-streptavidine pendant 300 secondes ; 

5- Une dissociation des complexes anticorps/céfotaxime-biotine-streptavidine pendant 600 secondes effectuée 

dans du tampon. L’association ou la dissociation sont mesurées par un décalage de longueur d’onde. Les courbes 

de couleur verte, violet claire, jaune, violet foncée, verte kaki, rose, noire et rouge correspondent respectivement 

aux concentrations d’anticorps à 100 nM, 33,3 nM, 11,1 nM, 3,7 nM, 1,23 nM, 0,41 nM, 0,137 nM, 0 nM. 
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Pour l’anticorps 3, une différence d’affinité est bien visible entre les formes non-

hydrolysée et hydrolysée du céfotaxime-biotine, contrairement à l’anticorps 8 où la 

différence d’affinité n’est pas observable. Il faut noter que l’OCTET ajuste automatiquement 

les échelles aux valeurs obtenues, c’est pourquoi il y a un facteur 10 entre les échelles des 

deux graphiques pour l’anticorps 3. De même, à mesure que la concentration en anticorps 

augmente (différentes courbes de couleur), la quantité d’anticorps fixée sur les fibres 

optiques de streptavidine augmente et le décalage de longueur d’onde est ainsi de plus en 

plus important.  

La même expérience a été réalisée sur les anticorps 1, 2, 4, 5, 6 et 7. A partir de ces 

données, la constante d’association ka (1/M.s) et la constante de dissociation kd (s) ont été 

calculées pour les différents anticorps d’intérêts et présentés dans le Tableau 8. Ces deux 

valeurs permettent de calculer la constante d’affinité KD (M-1) (KD=kd/ka) 
 

Anticorps 
Céfotaxime-biotine non-hydrolysé Céfotaxime-biotine hydrolysé 

KD (M-1) kd (s) ka (1/M.s) KD (M-1) kd (s) ka (1/M.s) 

Anticorps 1 Non déterminé < 1,0.10-12 2,05.105 1,35.10-14 3,62.10-10 2,68.104 

Anticorps 2 Non déterminé < 1,0.10-12 1,73.105 2,72.10-14 2,11.10-9 7,75.104 

Anticorps 3 Non déterminé < 1,0.10-12 2,61.105 8,60.10-14 1,66.10-9 1,93.104 

Anticorps 4 Non déterminé < 1,0.10-12 2,19.105 3,48.10-12 4,80.10-9 1,38.103 

Anticorps 5 Non déterminé < 1,0.10-12 2,15.105 4,28.10-13 1,74.10-9 4,07.103 

Anticorps 6 8,28.10-18 1,40.10-12 1,69.105 3,80.10-14 2,56.10-9 6,74.104 

Anticorps 7 1,55. 10-16 3,21.10-11 2,07.105 1,41.10-9 8,83.10-7 6,25.102 

Anticorps 8 1,28.10-15 1,65.10-10 1,29.105 3,41.10-15 5,11.10-10 1,50.105 

Tableau 8 : Les constantes d’association et de dissociation et d’affinité pour le céfotaxime-

biotine non-hydrolysé et le céfotaxime-biotine hydrolysé sur huit anticorps. 

Protocole : Les constantes d’affinité (KD) (KD=kd/ka) ont été calculées à partir des constantes d’association (ka) et 

de dissociation (kd). Lorsque le kd (M) est de <1,0.10-12, le KD n’a pas été déterminé. 

 

Pour les anticorps 1 à 5, les kd sont inférieurs à 1.10-12 s pour le céfotaxime-biotine 

non-hydrolysé et entre 10-10 à 10-9 s pour le céfotaxime-biotine hydrolysé. De même, les 

constantes d’association ka sont plus faibles pour la forme hydrolysée, comparée à la forme 

non-hydrolysée. Ces cinq anticorps démontrent une très bonne spécificité entre les deux 

formes liées à une bonne affinité pour la forme non-hydrolysée. 

Pour les anticorps 6 et 7, le KD est plus faible pour la forme non-hydrolysée 

(respectivement 10-18 à 10-16 M-1) et plus forte pour la forme hydrolysée (respectivement 10-
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14 et 10-9 M-1). Cette différence d’affinité pour ces deux anticorps confirme les résultats 

précédents obtenus dans les tests par compétition (Figure 62).  

Enfin, l’anticorps 8 montre des KD similaires pour les deux formes de céfotaxime-

biotine (autour de 10-15 M-1), ce qui explique les courbes de compétition similaires obtenues 

en ELISA (Figure 63). Ceci permet de confirmer une mauvaise reconnaissance de la forme 

non-hydrolysée et non une meilleure reconnaissance de la forme hydrolysée. 

 

II.2.3.4. L’évaluation des réactions croisées avec d’autres antibiotiques 

 

II.2.3.4.1. Le matériel et les méthodes 

 

Pour évaluer les réactions croisées de chaque anticorps monoclonal avec d’autres β-

lactamines, le test 3 décrit précédemment a été réalisé, cette fois-ci, avec différents 

antibiotiques non-hydrolysés à différentes concentrations comme compétiteur.  

Les concentrations définies de chaque anticorps lors de l’évaluation de la spécificité 

pour être à DO414 nm de 0,5 et la concentration de 0,33 ng/mL pour le céfotaxime-biotine 

non-hydrolysé, sont utilisées dans cette expérience. Les réactions croisées ont été 

déterminées pour chaque anticorps avec différents antibiotiques que sont : le céfazoline, la 

céftazidime, le céfépime, le céfoxitine, le céfotaxime, la céftriaxone, le méropénème, 

l’ertapénème et la pénicilline G. Pour le céfotaxime non-hydrolysé, utilisé pour la courbe de 

compétition, une gamme de concentration a été réalisée : 20 pmol/mL ; 10 pmol/mL ; 5 

pmol/mL ; 2,5 pmol/mL ; 1,25 pmol/mL ; 0,625 pmol/mL ; 0,3125 pmol/mL ; 0,15625 

pmol/mL et 0 pmol/mL. Pour les autres antibiotiques non-hydrolysés, les concentrations 

testées sont : 2 nmol/mL ; 0,2 nmol/mL ; 0,02 nmol/mL ; 0,002 nmol/mL et 0 nmol/mL.  

Pour ces tests, 50 µL de marqueur (céfotaxime-biotine non-hydrolysé), 50 µL 

d’antibiotique et 50 µL de la solution d’anticorps sont déposés en microplaque 96 puits, sur 

la paroi où du CAS a été préalablement immobilisé. Les microplaques sont incubées pendant 

une nuit à 4°C. Puis, après un lavage en tampon de lavage, 100 µL de streptavidine-

acétylcholinestérase ont été ajoutés pendant 1 heure à température ambiante et sous 

agitation. Après lavage des puits en tampon de lavage, 200 µL de réactif d’Ellmann ont été 
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déposés. La lecture de l’absorbance a été effectuée après 1 heure d’incubation sous 

agitation, à DO414 nm au spectrophotomètre.  

Avec le céfotaxime non-hydrolysé commercial utilisé pour la sélection des 

hybridomes et le céfotaxime-biotine non-hydrolysé, le graphique obtenu est 

f([Antibiotique]) = B/B0 (%). Pour rappel, le signal B0 correspond à l’absorbance obtenue en 

absence de compétiteur (Absorbance maximale). Le signal B est l’absorbance obtenue avec 

le compétiteur. Le B/B0 (50 %) correspond à la concentration en compétiteur où 50 % du 

signal issu du marqueur est déplacé par le compétiteur.  

 

 

II.2.3.4.2. Les résultats et l’interprétation 

 

Pour chaque anticorps, une courbe de compétition avec le céfotaxime non-hydrolysé 

est réalisée. Pour plus de clarté, les résultats de seulement quatre anticorps sont représentés 

en Figure 67. 
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Figure 67 : Les courbes de compétition avec le céfotaxime non-hydrolysé de quatre anticorps. 

Protocole : En microplaques 96 puits où du CAS a été immobilisé préalablement, 50 µL de céfotaxime-biotine 

non-hydrolysé (0,33 ng/mL) et 50 µL de céfotaxime non-hydrolysé (différentes concentrations testées : 20 

pmol/mL ; 10 pmol/mL ; 5 pmol/mL ; 2,5 pmol/mL ; 1,25 pmol/mL ; 0,625 pmol/mL ; 0,3125 pmol/mL ; 0,15625 

pmol/mL et 0 pmol/mL) sont mis en compétition pour leur reconnaissance par quatre anticorps monoclonaux. 

Pour chaque concentration de céfotaxime, le pourcentage de déplacement du céfotaxime-biotine non-hydrolysé 

est déterminé ; (CAS : anticorps polyclonaux de chèvre anti-immunoglobulines de souris). 

 

Le pourcentage de réactions croisées a été calculé pour chaque anticorps avec les 

différents antibiotiques. Pour le calcul des réactions croisées, la concentration en céfotaxime 

a été déterminée à partir des courbes en Figure 67 ainsi que la concentration des différents 
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compétiteurs pour obtenir la même baisse de signal. Les résultats des mêmes quatre 

anticorps sont regroupés dans le Tableau 9.  
 

Antibiotiques Anticorps 3 Anticorps 5 Anticorps 8 Anticorps 9 

Céfazoline < 0,01 % < 0,01 % < 0,01 % < 0,01 % 

Céftazidime 0,021 % < 0,01 % < 0,01 % < 0,01 % 

Céfoxitine 0,093 % < 0,01 % < 0,01 % < 0,01 % 

Céftriaxone < 0,01 % 0,012 % < 0,01 % < 0,01 % 

Céfépime < 0,01 % < 0,01 % < 0,01 % < 0,01 % 

Ertapénème < 0,01 % < 0,01 % < 0,01 % < 0,01 % 

Méropénème < 0,01 % < 0,01 % < 0,01 % < 0,01 % 

Pénicilline < 0,01 % < 0,01 % 0,010 % < 0,01 % 

Tableau 9 : Les pourcentages de réactions croisées de différentes β-lactamines sur quatre 

anticorps. 

Protocole : Pour calculer les réactions croisées, la concentration de céfotaxime est divisée par la concentration en 

antibiotique qui permet une diminution du signal équivalente à celle induite par la concentration de céfotaxime. 

Le résultat est multiplié par 100 pour être exprimé en pourcentage. 

 

Pour certains antibiotiques, aucune baisse de signal n’est observée, même pour la 

plus forte concentration utilisée à 2 nmol/mL, alors qu’une baisse du signal est observée 

avec 0,2 pmol/mL de céfotaxime. Cela signifie qu’il faut au moins 10 000 fois plus de cet 

antibiotique pour observer une baisse du signal similaire à celle observée avec le céfotaxime. 

Dans cette situation, les réactions croisées sont inférieures à 0,01 %. L’anticorps 3 présente 

la réaction croisée la plus élevée est avec le céfoxitine.  

 

II.2.4. La discussion 

 

La sélection des hybridomes à l’aide des différentes molécules (céfotaxime-biotine 

non-hydrolysé et hydrolysé ; céfotaxime non-hydrolysé et hydrolysé) a permis de 

sélectionner des anticorps ayant une très forte affinité pour la forme non-hydrolysée du 

céfotaxime et aucune pour le céfotaxime hydrolysé. Cette spécificité a été mise en évidence 

grâce à des compétitions en ELISA et à des affinités en interférométrie. De même, ces 

anticorps possèdent une très forte spécificité pour le céfotaxime non-hydrolysé par rapport 

à d’autres β-lactamines non-hydrolysés.  

Les différentes structures des antibiotiques non-hydrolysés utilisées pour évaluer les 

réactions croisées avec le céfotaxime non-hydrolysé sont présentées en Figure 68. La 
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céftriaxone possède la même région 1 (cercle rouge) que le céfotaxime. Or, le pourcentage 

de réactions croisées de cette molécule reste inférieur à 0,01 % ce qui démontre la non-

fixation de l’anticorps sur cette région. Le potentiel site de fixation de l’anticorps sur le 

céfotaxime est présenté sur la Figure 68 (trait orange) et se situe à l’opposé du site de 

couplage entre le céfotaxime et la BSA. Le céfoxitine possède une région 2 (cercle vert), 

située au niveau de cet épitope potentiel, quasiment identique à celle du céfotaxime mais 

n’induit pas de fortes réactions croisées (0,093 %). Cela est probablement dû au changement 

d’un groupement acétyl (céfotaxime) par un groupement amide (céfoxitine). Dans ce cas, 

cette modification semble induire une perte quasiment totale de l’affinité de l’anticorps pour 

le céfoxitine. De ce fait, l’utilisation d’un des anticorps dans des échantillons biologiques 

contenant d’éventuels autres antibiotiques n’aura pas d’impact sur les résultats d’analyse. 
 

 

Figure 68 : Les structures chimiques des différentes β-lactamines utilisées dans les réactions 

croisées. 

Description : Les traits oranges entourent le potentiel site de fixation des anticorps monoclonaux (épitope). 

 

Ainsi, parmi les dix-neuf anticorps monoclonaux obtenus, les cinq anticorps 

présentant les meilleurs résultats lors de l’évaluation de la spécificité sont sélectionnés et 

évalués pour le développement d’un test LFIA.  
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II.3. Le développement du test immunochromatographique à flux latéral 

 

II.3.1. La préparation des bandelettes 

 

II.3.1.1. La zone 1 

 

Cette première zone est souvent constituée de deux sous-parties comme 

précédemment décrit.  

La partie recevant l’échantillon est appelée le PE (0,7 cm et 2,1 cm de standard 14, 

Whatman®). Les caractéristiques du PE peuvent fluctuer en fonction du type d’échantillon 

visé : sa capacité d’absorption, sa vitesse d’écoulement, sa composition, son épaisseur ou sa 

porosité. Le PE peut subir des traitements chimiques pour pallier à la nature de l’échantillon 

(pH, composition en protéines et en sels) afin d’améliorer les performances du test (Tableau 

10). 

La partie contenant l’anticorps marqué et séché, est appelée le PC (0,4 cm de standard 

14, Whatman®). Tout comme le PE, les paramètres intrinsèques du PC peuvent fluctuer ainsi 

que les traitements chimiques qui lui sont apportés (Tableau 10). Les anticorps marqués à 

l’or colloïdal déposés sur cette partie, reconnaissent ainsi les molécules recherchées dans 

l’échantillon. Le couplage entre l’anticorps et les nanoparticules d’or colloïdal se fait par des 

liaisons ioniques. Pour ce faire, 25 µL d’une solution à 1 mg/mL d’anticorps en tampon 

phosphate de potassium 20 mM pH 7,4 sont ajoutés à 100 µL d’or colloïdal, mesurés à DO530 

nm = 20. Ensuite, 125 µL de tampon borate 20 mM pH 9,0 sont ajoutés avant une incubation 

de 60 minutes à température ambiante à l’abri de la lumière. Ensuite, 125 µL de tampon 

borate 10 mM pH 9,0 + Caséine 0,3 % sont ajoutés pour bloquer les sites non spécifiques. 

Une centrifugation de 30 minutes à 15000 g est réalisée. Le surnageant est éliminé et le culot 

repris avec 1mL de tampon borate 10 mM pH 9,0 + Caséine 0,1 %. La solution est soniquée 

et vortexée, avant d’être centrifugée à nouveau. Enfin, après que le surnageant ait été retiré, 

le culot est repris par 250 µL de tampon borate 10 mM pH 9,0 + Caséine 0,1 %. La solution 

est à DO530 nm = 8. Deux possibilités se présentent pour l’utilisation de cet anticorps : 
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1- Soit l’anticorps marqué est utilisé directement avec le tampon de migration de la 

bandelette à une DO530nm définie. Il est alors ajouté à l’échantillon avant le dépôt de celui-ci 

sur le PE ; 

2- Soit l’anticorps marqué est repris dans un tampon spécifique avec une DO530 nm 

définie et immergé sur le PC puis séché. L’anticorps marqué est resolubilisé lors du dépôt de 

l’échantillon sur le PE. 

Réactifs Action Effet Substance(s) 

Bloqueur 
Sature les sites 

d’adsorption 
Diminution des réactions non spécifiques BSA, Caséine 

Polymère 
Augmentation de la 

viscosité 

Augmentation de l’interaction anticorps 

couplé à l’or colloïdal/échantillon 
PEG, Glycérol 

Tampon 
Stabilise et ajuste le 

pH 

Création d’un environnement stable pour 

l’échantillon 

Tris, MES, 

HEPES 

Détergent 
Diminution de la 

tension de surface 

Réduction des réactions non spécifiques de 

type hydrophile/hydrophobe 

Tween 20, 

CHAPS, Igepal 

Chélateur 
Diminution de la force 

ionique 
Homogénéisation des résultats EDTA 

Conservateur Bactéricide Augmentation de la conservation 
Proclin300, 

Azide 

Sucre Encapsule Solubilisation/Conservation 
Sucrose, 

Tréhalose 

Nanoparticule Colore les LTs et la LC 
Visualisation des complexes immuns 

formés 

Or colloïdal, 

latex, cellulose 

Tableau 10 : Les réactifs chimiques pouvant être impliqués dans le traitement chimique des 

composants d’un test immunochromatographique à flux latéral. 

 

II.3.1.2. La zone 2 

 

Cette seconde zone est composée de la MbN sur laquelle seront déposées des lignes 

de réactifs intervenant dans la détection de la ou des cibles. Pour ce dépôt, un distributeur 

automatique (Biodot XYZ dispenser 3050, Biodot) est utilisé pour la(les) LT. Pour ce faire, 

une(des) solution(s) d’anticorps et/ou d’antigène(s) à 1 mg/mL en tampon phosphate 50 

mM pH 7,4 est(sont) déposée(s) sous la forme d’une ligne à raison de 1 µL/cm sur une MbN 

Prima 40 (GE Healthcare). Pour la LC, du CAS à 0,5 mg/mL est également déposé selon les 

mêmes conditions que précédemment. Les concentrations sur les lignes sont ajustables afin 

d’optimiser les performances du test. Ensuite, la MbN est séchée 60 minutes à 37 °C dans 

une étuve sèche, puis immergée dans une solution de saturation contenant de la BSA 0,5 % 

+ NaCl 0,15 M, dans du tampon phosphate de sodium 10 mM pH 7,4 pendant 30 minutes à 
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température ambiante. Après trois lavages successifs à l’eau distillée, la MbN est à nouveau 

immergée pendant 30 minutes à température ambiante dans une solution de conservation 

contenant du glucose 7,5 % + Tween 20 0,1 % + NaCl 0,15 M, dans du tampon phosphate 

de sodium 10 mM pH 7,4. Après trois lavages également à l’eau distillée, la MbN est ensuite 

séchée 90 minutes à 37 °C dans une étuve sèche. 

 

II.3.1.3. La zone 3 

 

Cette dernière zone permet l’absorption du tampon de migration ce qui maintient la 

migration de l’échantillon à travers la bandelette par capillarité. Elle est composée d’un PA 

(2,5 cm CF5, Whatman®). Ses caractéristiques peuvent s’adapter en fonction de la capacité 

d’absorption et de la vitesse d’écoulement qui sont désirées. 

 

II.3.2. Le procédé d’optimisation du test rapide 

 

II.3.2.1. L’optimisation des trois principaux paramètres du test rapide 

 

II.3.2.1.1. Le matériel et les méthodes 

 

Les antibiotiques sont des molécules de petite taille <1 000 Da qui ne peuvent être 

détectées que par une méthode dite « compétitive » du fait de leur incapacité à fixer deux 

anticorps simultanément. Ainsi, le test LFIA par compétition est employé. Les cinq anticorps 

purifiés et sélectionnés, sont utilisés en test LFIA comme des anticorps marqués capables de 

reconnaître uniquement la forme non-hydrolysée de l’antibiotique dans un échantillon (voir 

II.2.3.2.1.) 

Pour le développement du test rapide, trois principales optimisations sont réalisées. 

La première est la quantité d’anticorps marqué (absorbance initiale à DO530 nm : 8 ; 

absorbances testées : de 8 à 0,125) ; la seconde est la concentration de céfotaxime-BSA non-

hydrolysé sur la LT (concentration initiale de 1 mg/mL ; concentrations testées : de 1 mg/mL 
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à 0,03 mg/mL) ; la troisième est la concentration de céfotaxime non-hydrolysé à utiliser dans 

l’échantillon (concentrations testées : 1 000 ng/mL ; 100 ng/mL ; 10 ng/mL ; 1 ng/mL).  

La méthodologie appliquée pour la préparation des bandelettes (zone 1 à 3) a été 

décrite précédemment. Pour l’ensemble de ces tests, des microplaques 96 puits sont 

utilisées. Pour lancer un test, 10 µL d’anticorps marqué sous forme liquide ont été ajoutés à 

100 µL de tampon de migration contenant ou non de l’antibiotique (non-hydrolysé ou 

hydrolysé). Puis, une bandelette est déposée dans le puits. Après 15 minutes de migration, 

les résultats sont analysés visuellement. Pour ce faire, une échelle d’intensité de couleur est 

utilisée pour évaluer et comparer les signaux obtenus sur les bandelettes pour les cinq 

anticorps. Cette échelle a été définie de 1 à 10, où chaque valeur est caractéristique d’une 

intensité de signal croissante. A partir d’une intensité de 3,5, le résultat est considéré comme 

positif. A l’issu de ces optimisations, un des cinq anticorps marqués sera gardé pour la suite 

du développement du test. 

 

II.3.2.1.2. Les résultats et l’interprétation 

 

Les optimisations ont été réalisées sur les anticorps 1 à 5 car ces derniers ont montré 

les meilleurs résultats d’affinité, de spécificité et de réactions croisées avec d’autres 

antibiotiques. Pour des raisons de clarté pour les deux premières optimisations, seuls les 

résultats de l’anticorps 3 sont présentés.  

Pour déterminer la quantité optimale en anticorps marqué à utiliser, la concentration 

de céfotaxime-BSA a été fixée par défaut à 1 mg/mL. Des dilutions au ½ de la solution 

d’anticorps marqué ont été appliquées (DO530 nm : 8 à DO530 nm : 0,125) et les résultats obtenus 

sont présentés dans le Tableau 11. 
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DO530 nm utilisée Intensité du signal 

DO530 nm : 8 10 

DO530 nm : 4 10 

DO530 nm : 2 9 

DO530 nm : 1 9 

DO530 nm : 0.5 8,5 

DO530 nm : 0.25 7,5 

DO530 nm : 0.125 5,5 

Tableau 11 : L’impact de la diminution de la DO530 nm de l’anticorps 3 sur l’intensité du signal 

sur la LT. 

Protocole : Une gamme de l’anticorps marqué est testée, avec une concentration exprimée en DO530nm. Dans une 

microplaque 96 puits, 10 µL d’anticorps marqué (DO530 nm : 8 ; DO530 nm : 4 ; DO530 nm : 2 ; DO530 nm : 1 ; DO530 nm : 

0,5 ; DO530 nm : 0,25 ; DO530 nm : 0,125) sous forme liquide ont été ajoutés à 100 µL de tampon de migration. Puis, 

une bandelette (ligne test : céfotaxime-BSA à 1 mg/mL) est déposée dans le puits et une migration de 15 minutes 

est réalisée pour que l’échantillon migre à travers la bandelette. Ensuite, une échelle d’intensité de couleur est 

utilisée pour évaluer et comparer les signaux obtenus sur les bandelettes. Cette échelle a été définie de 1 à 10, où 

chaque valeur est caractéristique d’une intensité de signal croissante. A partir d’une intensité de 3,5, le résultat 

est considéré comme positif ; (LT : Ligne test). 

 

L’objectif est de déterminer la plus petite quantité d’anticorps marqué permettant 

d’observer un signal significatif après 15 minutes de dépôt de l’échantillon sur la bandelette. 

Dans ce cas (anticorps 3), le choix s’est porté sur la DO530 nm : 0,5 car l’intensité de 8,5 était 

relativement forte et les dilutions inférieures indiquent une baisse conséquente du signal.  

Pour déterminer la concentration optimale en céfotaxime-BSA non-hydrolysé 

présente sur la LT, plusieurs concentrations sont testées : 1 mg/mL ; 0,6 mg/mL ; 0,3 mg/mL ; 

0,1 mg/mL ; 0,03 mg/mL ; avec une DO530 nm : 0,5 d’anticorps 3 marqué. Les résultats obtenus 

sont présentés dans le Tableau 12. 
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Concentration en Céfotaxime-BSA 
Intensité du signal 

DO530 nm : 0,5 

1 mg/mL 9,5 

0,6 mg/mL 10 

0,3 mg/mL 10 

0,1 mg/mL 9 

0,03 mg/mL 8 

Tableau 12 : L’impact de la diminution de la concentration en céfotaxime-BSA sur la LT sur 

l’intensité du signal sur la LT. 

Protocole : Une gamme de céfotaxime-BSA sur la ligne test de la bandelette est testée. Dans une microplaque 96 

puits, 10 µL d’anticorps marqué (DO530 nm : 0,5) sous forme liquide ont été ajoutés à 100 µL de tampon de 

migration. La bandelette (ligne test : céfotaxime-BSA à 1 mg/mL, 0,6 mg/mL, 0,3 mg/mL, 0,1 mg/mL et 0,03 

mg/mL) est ensuite déposée dans le puits et une migration de 15 minutes est réalisée pour que l’échantillon migre 

à travers la bandelette. Une échelle d’intensité de couleur est utilisée pour évaluer et comparer les signaux obtenus 

sur les bandelettes. Cette échelle a été définie de 1 à 10, où chaque valeur est caractéristique d’une intensité de 

signal croissante. A partir d’une intensité de 3,5, le résultat est considéré comme positif ; (LT : Ligne test). 

 

Le but est de sélectionner la concentration la plus faible pour observer un signal 

maximal sur la LT. Dans ce cas, une diminution du signal est observée à partir de 0,03 mg/mL. 

Par conséquent la concentration à 0,1 mg/mL a été sélectionnée. 

Enfin, la concentration minimale de céfotaxime non-hydrolysé à utiliser dans 

l’échantillon a été déterminée pour inhiber la totalité du signal pouvant être observé lors de 

la fixation de l’anticorps marqué sur le céfotaxime-BSA. En parallèle, des concentrations de 

céfotaxime hydrolysé ont été testées pour évaluer la fixation de ces derniers aux anticorps 

marqués. 

Pour ce faire, deux gammes de céfotaxime sont réalisées : 1 000 ng/mL ; 100 ng/mL ; 

10 ng/mL ; 1 ng/mL. Les résultats obtenus sont présentés sur la Figure 69 et le Tableau 13. 
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Figure 69 : Les tests d’inhibition de signal avec le céfotaxime non-hydrolysé commercial et le 

céfotaxime hydrolysé sur cinq anticorps. 

Protocole : Des gammes de céfotaxime non-hydrolysé et hydrolysé ont été réalisées (différents concentrations : 

1 000 ng/mL ; 100 ng/mL ; 10 ng/mL ; 1 ng/mL ; 0 ng/mL). Dans une microplaque 96 puits, 10 µL d’anticorps 

marqué (DO530 nm : 0,5) sous forme liquide ont été ajoutés à 100 µL de tampon de migration contenant du 

céfotaxime (non-hydrolysé ou hydrolysé) à une concentration définie ci-dessus. La bandelette (ligne test : 

céfotaxime-BSA à 0,1 mg/mL) est ensuite déposée dans le puits et une migration de 15 minutes est réalisée pour 

que l’échantillon migre à travers la bandelette. Un signal visible sur la ligne test est considéré comme un test 

positif. 
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Concentration 

en céfotaxime 

Anticorps 1 Anticorps 2 Anticorps 3 Anticorps 4 Anticorps 5 

CNH CH CNH CH CNH CH  CNH CH CNH CH 

1 000 ng/mL 1 7,5 1 8,5 1 8 1 7 1 7,5 

100 ng/mL 1 9 1 8,5 1 9 1 9 1 9 

10 ng/mL 1 9 4 8,5 1 9 1 9 1 9 

1 ng/mL 5 9 8 8,5 4 9 4,5 9 4,5 9 

0 ng/mL 9 / 8,5 / 9 / 9 / 9 / 

*CNH : Céfotaxime non hydrolysé ; CH: Céfotaxime hydrolysé  

Tableau 13 : Les tests d’inhibition de signal avec le céfotaxime non-hydrolysé commercial et 

le céfotaxime hydrolysé sur bandelette, avec cinq anticorps sélectionnés. 

Protocole : Des gammes de céfotaxime non-hydrolysé et hydrolysé ont été réalisées (différentes concentrations : 

1 000 ng/mL ; 100 ng/mL ; 10 ng/mL ; 1 ng/mL ; 0 ng/mL). Dans une microplaque 96 puits, 10 µL d’anticorps 

marqué (DO530 nm : 0,5) sous forme liquide ont été ajoutés à 100 µL de tampon de migration contenant du 

céfotaxime (non-hydrolysé ou hydrolysé) à une concentration définie ci-dessus. La bandelette (ligne test : 

céfotaxime-BSA à 0,1 mg/mL) est ensuite déposée dans le puits et une migration de 15 minutes est réalisée pour 

que l’échantillon migre à travers la bandelette. Une échelle d’intensité de couleur est utilisée pour évaluer et 

comparer les signaux obtenus sur les bandelettes. Cette échelle a été définie de 1 à 10, où chaque valeur est 

caractéristique d’une intensité de signal croissante. A partir d’une intensité de 3,5, le résultat est considéré comme 

positif. 

 

Le but de cette expérience est de déterminer quel anticorps nécessite la concentration 

de céfotaxime non-hydrolysé la plus faible et où la discrimination est la meilleure entre les 

deux formes de céfotaxime.  

Les résultats montrent que l’anticorps 3 répond au mieux à ce cahier des charges avec 

un signal d’une intensité de 4 à 1 ng/mL de céfotaxime non-hydrolysé et une intensité de 8 

à 1 000 ng/mL de céfotaxime hydrolysé. Ainsi, pour la suite du développement du test, 

l’anticorps 3 a été sélectionné à 0,5 DO530 nm avec une concentration de 0,1 mg/mL pour le 

céfotaxime-BSA sur la LT et une concentration de 10 ng/mL de céfotaxime non-hydrolysé 

dans l’échantillon. 

 

II.3.2.2. L’influence de la configuration du test sur la limite de détection 

 

II.3.2.2.1. Le matériel et les méthodes 

 

Pour déterminer précisément les limites de détection en terme de quantité d’enzyme 

détectée, l’enzyme recombinante suivante a été utilisée : CTX-M-2. Il est clair que l’activité 

hydrolytique de cette enzyme recombinante ne reflète pas l’activité naturelle de la même 

enzyme présente dans une bactérie. Cependant, cette enzyme recombinante permet de 
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comparer précisément les limites de détection obtenues dans différentes configurations du 

test.  

Dans un premier temps, dans les conditions précédemment définies, l’influence du 

temps d’incubation entre l’échantillon (ici l’enzyme recombinante) et le céfotaxime a été 

évaluée sur la limite de détection du test. Pour ce faire, l’enzyme recombinante CTX-M-2 est 

utilisée aux concentrations suivantes : 10 ng/mL, 3 ng/mL, 1 ng/mL, 0,3 ng/mL, 0,1 ng/mL et 

0 ng/mL. L’enzyme est diluée en tampon de migration. La concentration en céfotaxime non-

hydrolysé employée est de 10 ng/mL (déterminée préalablement). Les temps d’incubation 

testés entre l’enzyme et le céfotaxime sont : 0 minute, 15 minutes, 30 minutes, 45 minutes 

et 60 minutes. Ces incubations sont réalisées à température ambiante sans agitation. Puis, 

dans un puits d’une microplaque 96 puits et une fois le temps d’incubation écoulé, 100 µL 

d’une solution contenant l’enzyme recombinante et le céfotaxime sont déposés. 10 µL de 

l’anticorps marqué à DO530 nm sont ajoutés et une bandelette est déposée dans le puits. La 

lecture est effectuée à l’œil nu après 15 minutes de migration. Un signal supérieur ou égal à 

une intensité de 3,5 est considéré comme positif.  

Dans un second temps, l’influence du séchage de l’anticorps marqué sur le PC est 

évaluée. Les autres paramètres du test sont identiques à ceux de l’expérience précédente.   

Dans un troisième temps, l’influence de l’orientation de la bandelette (verticale ou 

horizontale) est évaluée. Dans cette expérience, la bandelette est placée dans une cassette 

plastique. Les autres paramètres du test sont identiques à ceux de l’expérience précédente. 

Dans ces conditions, la lecture s’effectue à l’œil nu après 10 minutes de migration. 

 

II.3.2.2.2. Les résultats et l’interprétation 

 

II.3.2.2.2.a. L’influence de la durée de l’incubation 

 

Les résultats obtenus sur l’influence de la durée de l’incubation sont présentés dans 

le Tableau 14. 
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Concentration en CTX-M-

2 
0 minute 15 minutes 30 minutes 45 minutes 60 minutes 

10 ng/mL N P P P P 

3 ng/mL N N N P P 

1 ng/mL N N N N N 

0,3 ng/mL N N N N N 

0,1 ng/mL N N N N N 

Témoins 0 minute 15 minutes 30 minutes 45 minutes 60 minutes 

10 ng/mL de céfotaxime 

non-hydrolysé 
N N N N N 

Tampon d’extraction 1X P P P P P 

*P : Positif ≥ 3,5 ; N : Négatif < 3,5 

Tableau 14 : L’évaluation de l’activité enzymatique de CTX-M-2 sur le céfotaxime non-

hydrolysé au cours du temps avec l’anticorps 3 (état liquide et migration verticale). 

Protocole : Une gamme de concentration en CTX-M-2 a été réalisée (différentes concentrations : 10 ng/mL, 3 

ng/mL, 1 ng/mL, 0,3 ng/mL, 0,1 ng/mL, 0 ng/mL). Dans une microplaque 96 puits, 100 µL de tampon de migration 

contenant du céfotaxime (10 ng/mL) sont mis au contact de différentes concentrations d’enzyme CTX-M-2. 

Différents temps d’incubation sont réalisés pour chaque concentration : 0 minute, 15 minutes, 30 minutes, 45 

minutes, 60 minutes. A l’issue de chaque incubation, 10 µL d’anticorps 3 marqué (DO530 nm : 0,5) sous forme liquide 

ont été ajoutés. La bandelette (ligne test : céfotaxime-BSA à 0,1 mg/mL) est ensuite déposée dans le puits et une 

migration de 15 minutes est réalisée pour que l’échantillon migre à travers la bandelette. Un signal visible sur la 

ligne test (≥ 3,5) est considéré comme un test positif (P), auquel cas, le test est négatif (N). 

 

Il est observé qu’à partir de 45 minutes d’incubation entre le céfotaxime et l’enzyme 

recombinante CTX-M-2 à 3 ng/mL, une apparition du signal sur la LT est visible, c’est-à-dire 

que des sites de fixation de l’anticorps sont libres et ont la capacité de se fixer sur la LT. A 

10 ng/mL de CTX-M-2, un signal est visible dès 15 minutes d’incubation.  

Les mêmes conditions ont été réalisées avec des incubations à 37 °C mais le 

changement de température n’induit pas une meilleure sensibilité dans la détection de 

l’hydrolyse du céfotaxime. 

 

II.3.2.2.2.b. L’influence du séchage de l’anticorps marqué 

 

L’anticorps marqué à DO530 nm : 0,5 a été séché sur un PC. Dans cette configuration, le 

temps de contact « utile » entre le céfotaxime et l’anticorps marqué correspond à la durée 

de migration entre le PC où l’anticorps marqué est déposé et la LT. En effet, la formation de 

complexe anticorps marqué/céfotaxime après cette ligne n’aura aucune incidence sur le test. 

Cette durée utile est plus courte que celle de la configuration précédente (anticorps marqué 

ajouté à l’échantillon). Les résultats obtenus sont reportés dans le Tableau 15.  
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Concentration en CTX-M-2 0 minute 15 minutes 30 minutes 45 minutes 60 minutes 

10 ng/mL N P P P P 

3 ng/mL N P P P P 

1 ng/mL N N N P P 

0,3 ng/mL N N N N N 

0,1 ng/mL N N N N N 

Témoins 0 minute 15 minutes 30 minutes 45 minutes 60 minutes 

10 ng/mL de céfotaxime non-

hydrolysé 
N N N N N 

Tampon d’extraction 1X P P P P P 

*P : Positif ≥ 3,5 ; N : Négatif < 3,5 

Tableau 15 : L’évaluation de l’activité enzymatique de CTX-M-2 sur le céfotaxime non-

hydrolysé au cours du temps avec l’anticorps 3 (état séché et migration verticale). 

Protocole : Une gamme de concentration en CTX-M-2 a été réalisée (différentes concentrations : 10 ng/mL, 3 

ng/mL, 1 ng/mL, 0,3 ng/mL, 0,1 ng/mL, 0 ng/mL). Dans une microplaque 96 puits, 100 µL de tampon de migration 

contenant du céfotaxime (10 ng/mL) sont mis au contact de différentes concentrations d’enzyme CTX-M-2. 

Différents temps d’incubation sont réalisés pour chaque concentration : 0 minute, 15 minutes, 30 minutes, 45 

minutes, 60 minutes. A l’issue de chaque incubation, une bandelette (ligne test : céfotaxime-BSA à 0,1 mg/mL, 

papier conjugué : anticorps marqué séché à DO530 nm : 0,5) est ensuite déposée dans le puits et une migration de 

15 minutes est réalisée pour que l’échantillon migre à travers la bandelette. Un signal visible sur la ligne test (≥ 

3,5) est considéré comme un test positif (P), auquel cas, le test est négatif (N). 

 

Par rapport à l’expérience précédente, il est constaté que la positivité des tests pour 

une même durée d’incubation apparait pour des concentrations plus faibles en CTX-M-2.  

En effet, en réduisant la durée d’interaction entre le céfotaxime présent dans l’échantillon et 

l’anticorps marqué dans le PC, cette nouvelle configuration diminue le nombre de complexes 

céfotaxime/anticorps formés pour une même concentration en céfotaxime non-hydrolysé 

au moment du passage sur la LT.  Par conséquent, dans cette configuration, des sites de 

reconnaissance de l’anticorps seront libres pour des concentrations plus fortes en 

céfotaxime et donc pour des concentrations en CTX-M-2 plus faibles.  

 

II.3.2.2.2.c. L’influence de l’orientation de la bandelette 

 

La bandelette est placée dans une cassette plastique et les résultats obtenus au cours 

de cette expérience sont reportés dans le Tableau 16.  

 

 

 



 

232 

Concentration en CTX-M-2 0 minute 15 minutes 30 minutes 45 minutes 60 minutes 

10 ng/mL N P P P P 

3 ng/mL N P P P P 

1 ng/mL N N P P P 

0,3 ng/mL N N N N N 

0,1 ng/mL N N N N N 

Témoins 0 minute 15 minutes 30 minutes 45 minutes 60 minutes 

10 ng/mL de céfotaxime non-

hydrolysé 
N N N N N 

Tampon d’extraction 1X P P P P P 

*P : Positif ≥ 3,5 ; N : Négatif < 3,5 

Tableau 16 : L’évaluation de l’activité enzymatique de CTX-M-2 sur le céfotaxime non-

hydrolysé au cours du temps, avec l’anticorps 3 (état séché et migration horizontale). 

Protocole : Une gamme de concentration en CTX-M-2 a été réalisée (différentes concentrations : 10 ng/mL, 3 

ng/mL, 1 ng/mL, 0,3 ng/mL, 0,1 ng/mL, 0 ng/mL). 100 µL de tampon de migration contenant du céfotaxime (10 

ng/mL) sont mis au contact de différentes concentrations d’enzyme CTX-M-2. Différents temps d’incubation sont 

réalisés pour chaque concentration : 0 minute, 15 minutes, 30 minutes, 45 minutes, 60 minutes. A l’issue de 

chaque incubation, 100 µl de la solution sont déposés dans la zone de dépôt d’une cassette plastique contenant 

une bandelette (ligne test : céfotaxime-BSA à 0,1 mg/mL, papier conjugué : anticorps marqué séché à DO530 nm : 

0,5). Une migration de 10 minutes est réalisée pour que l’échantillon migre à travers la bandelette. Un signal 

visible sur la ligne test (≥ 3,5) est considéré comme un test positif (P), auquel cas, le test est négatif (N). 

 

Dans ce tableau, il est observé qu’un signal positif apparait après 30 minutes 

d’incubation avec une concentration de 1 ng/mL de CTX-M-2. Dans l’étude précédente, la 

concentration nécessaire à l’apparition d’un signal positif pour la même durée d’incubation 

était de 3 ng/mL. Cette augmentation de la sensibilité a également comme origine la 

diminution du temps de contact entre l’échantillon et l’anticorps marqué. En effet, la 

migration à l’horizontale est plus rapide que la migration à la verticale ce qui induit cette 

baisse du temps de contact.  

 

II.3.2.3. L’optimisation de la concentration en anticorps marqué 

 

II.3.2.3.1. Le matériel et les méthodes 

 

La dernière optimisation est l’optimisation de la concentration en anticorps marqué à 

cette nouvelle configuration du test : anticorps marqué séché sur le PC et migration 

horizontale. En effet, si l’augmentation de la vitesse de migration permet l’augmentation de 

la sensibilité du test, elle induit également une baisse du signal obtenu au niveau de la LT 
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car la durée de contact entre l’anticorps marqué et le céfotaxime-BSA est plus court. Pour 

compenser cet effet, des plus grandes concentrations en anticorps marqué sont testées. Ces 

concentrations ne doivent, cependant, pas excéder la capacité de liaison du céfotaxime 

contenu dans l’échantillon pour ne pas induire du signal en absence d’hydrolyse. Quatre 

DO530 nm en anticorps marqués ont été testées : 0,5 ; 1,0 ; 1,5 ; 2,0.  

 

II.3.2.3.2. Les résultats et l’interprétation 

 

Les résultats obtenus pour les DO530 nm : 1,0 ; 1,5 sont reportés dans le Tableau 17. Les 

résultats pour la DO530 nm : 0,5 sont identiques à ceux obtenus dans le Tableau 16. 

 

Tableau 17 : L’optimisation de la DO530 nm de l’anticorps 3 sur l’activité enzymatique de CTX-

M-2 sur le céfotaxime non-hydrolysé au cours du temps, avec l’anticorps 3 (état séché et 

migration horizontale). 

Protocole : Une gamme de concentration en CTX-M-2 a été réalisée (différentes concentrations : 10 ng/mL, 3 

ng/mL, 1 ng/mL, 0,3 ng/mL, 0,1 ng/mL, 0 ng/mL). 100 µL de tampon de migration contenant du céfotaxime (10 

ng/mL) sont mis au contact de différentes concentrations d’enzyme CTX-M-2. Différents temps d’incubation sont 

réalisés pour chaque concentration : 0 minute, 15 minutes, 30 minutes, 45 minutes, 60 minutes. A l’issue de 

chaque incubation, 100 µl de la solution sont déposés dans la zone de dépôt d’une cassette plastique contenant 

une bandelette (ligne test : céfotaxime-BSA à 0,1 mg/mL, papier conjugué : anticorps marqué séché à DO530 nm : 

1,0 ou DO530 nm : 1,5). Une migration de 10 minutes est réalisée pour que l’échantillon migre à travers la 

bandelette.  Un signal visible sur la ligne test (≥ 3,5) est considéré comme un test positif (P), sinon le test est négatif 

(N). 

DO530 nm : 1,0 ;  

Concentration en CTX-M-2 
0 minute 15 minutes 30 minutes 45 minutes 60 minutes 

10 ng/mL N P P P P 

3 ng/mL N P P P P 

1 ng/mL N N P P P 

0,3 ng/mL N N N N N 

0,1 ng/mL N N N N N 

Témoins 0 minute 15 minutes 30 minutes 45 minutes 60 minutes 

10 ng/mL de céfotaxime non-

hydrolysé 
N N N N N 

Tampon d’extraction 1X P P P P P 

DO530 nm : 1,5 ;  

Concentration en CTX-M-2 
0 minute 15 minutes 30 minutes 45 minutes 60 minutes 

10 ng/mL N P P P P 

3 ng/mL N P P P P 

1 ng/mL N P P P P 

0,3 ng/mL N N N N N 

0,1 ng/mL N N N N N 

Témoins 0 minute 15 minutes 30 minutes 45 minutes 60 minutes 

10 ng/mL de céfotaxime non-

hydrolysé 
N N N N N 

Tampon d’extraction 1X P P P P P 

*P : Positif ≥ 3,5 ; N : Négatif < 3,5 
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Dans le Tableau 17 (DO530 nm : 1,5), il est observé qu’un signal positif apparait après 

15 minutes d’incubation avec une concentration de 1 ng/mL de CTX-M-2. Dans l’étude 

précédente (DO530 nm : 0,5), la concentration nécessaire à l’apparition d’un signal positif pour 

la même durée d’incubation était de 3 ng/ml. L’accroissement de la DO530 nm augmente le 

nombre de sites de liaisons d’anticorps présents. Ainsi, des sites de liaisons seront libres pour 

intéragir avec la LT pour une hydrolyse plus faible et donc pour des concentrations plus 

faibles en enzymes. Néanmoins, au-delà de DO530 nm : 1,5, du signal non-spécifique apparaît 

sur la LT pour les témoins avec 10 ng/mL de céfotaxime non-hydrolysé. Ceci s’explique par 

le fait que les 10 ng/mL de céfotaxime non-hydrolysé ne permettent plus d’occuper la 

totalité des sites de fixation de l’anticorps marqué pour une DO530 nm > 1,5. Ainsi, l’excédent 

d’anticorps marqués libres se fixent sur la LT contenant le céfotaxime-BSA. 

Au terme de ces expériences avec la CTX-M-2 recombinante, les paramètres suivants 

ont été sélectionnés pour le format cassette (migration horizontale) : 

- DO530 nm : 1,5 pour l’anticorps marqué 

- 0,1 mg/mL de céfotaxime-BSA (LT). 

- 10 ng/mL de céfotaxime non-hydrolysé dans l’échantillon  

- 100 µL d’échantillon déposé sur le test (dans du tampon de migration) 

 

II.3.2.4. L’optimisation du test avec des colonies bactériennes 

 

II.3.2.4.1. Le matériel et les méthodes 

 

Une fois les différentes optimisations du test LFIA réalisées en utilisant une enzyme 

recombinante, une validation du test est effectuée sur des colonies bactériennes. Pour 

effectuer cette étude, un panel de quinze souches bactériennes ayant des activités 

enzymatiques diverses sur le céfotaxime a été choisi (9 BLSE et 6 carbapénémases). De 

même, deux souches dites sauvages (WT), c’est-à-dire ne présentant pas de gènes de 

résistance aux céphalosporines à spectre étendu, ont été sélectionnées.  

 Plusieurs temps d’incubation à température ambiante entre le céfotaxime et la 

souche bactérienne ont été testés : 5 minutes, 10 minutes, 20 minutes, 30 minutes. En effet, 
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il est compliqué de transposer les concentrations utilisées en enzyme recombinante CTX-M-

2 avec les concentrations pouvant être retrouvées dans une colonie sur gélose. D’autre part, 

d’une enzyme à l’autre, les activités sont différentes ; c’est pourquoi il est nécessaire de 

définir le temps d’incubation adéquate pour détecter l’activité β-lactamase quelles que 

soient la bactérie et l’enzyme. 

Pour ce faire, dans un tube eppendorf de 1,5 mL, 150 µL d’une solution de céfotaxime 

non-hydrolysé diluée dans du tampon de migration à 10 ng/mL sont déposés. Une colonie, 

préalablement cultivée sur une gélose de bouillon de lysogénie (LB), est prélevée à l’aide 

d’un ose, puis est déposée dans le tampon de migration. Le tube est vortexé et incubé à 

température ambiante sans agitation. A l’issu du temps d’incubation défini, 100 µL de la 

solution sont déposés sur le test. La lecture s’effectue à l’œil nu après 10 minutes de 

migration. Un signal supérieur ou égal à une intensité de 3,5 est considéré comme positif. 

 

II.3.2.4.2. Les résultats et l’interprétation 

 

Les résultats obtenus pour déterminer le temps d’incubation optimal entre le 

céfotaxime non-hydrolysé et une colonie bactérienne, sont présentés dans le Tableau 18. 
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Enzyme Espèce 5 minutes 10 minutes 20 minutes 30 minutes 

BLSE 

CTX-M-1 C. freudii P P P P 

CTX-M-2 E. coli P P P P 

CTX-M-8 E. coli N N P (faible) P 

CTX-M-14 K. oxytoca N P P P 

CTX-M-15 E. coli P P P P 

CTX-M-27 E. coli P P P P 

CTX-M-32 E. coli P P P P 

CTX-M-57 E. coli P P P P 

CTX-M-94 E. coli P P P P 

Carbapénémases 

KPC-2 K. pneumoniae N P P P 

NDM-7 E. coli P P P P 

IMP-1 E. coli P P P P 

VIM-1 E. coli P P P P 

OXA-48 C. freudii N N P (faible) P 

OXA-163 E. cloacae P P P P 

Souches WT 

WT E. coli N N N N 

WT E. coli N N N N 

*P : Positif ≥ 3,5 ; N : Négatif < 3,5 

Tableau 18 : La détermination du temps d’incubation optimale entre le céfotaxime non-

hydrolysé commercial et une colonie bactérienne pour obtenir un signal positif. 

Protocole : Plusieurs colonies bactériennes contenant des β-lactamases (BLSE, carbapénémases) ou ne contenant 

pas de céphalosporinases (WT) ont été testées. 150 µL de tampon de migration contenant du céfotaxime (10 

ng/mL) sont mis au contact d’une colonie bactérienne. Différents temps d’incubation sont réalisés pour chaque 

colonie : 5 minutes, 10 minutes, 20 minutes, 30 minutes. A l’issue de chaque incubation, 100 µl de la solution sont 

déposés dans la zone de dépôt d’une cassette plastique contenant une bandelette (ligne test : céfotaxime-BSA à 

0,1 mg/mL, papier conjugué : anticorps marqué séché à DO530 nm : 1,5). Une migration de 10 minutes est réalisée 

pour que l’échantillon migre à travers la bandelette. Un signal visible sur la ligne test (≥ 3,5) est considéré comme 

un test positif (P), auquel cas, le test est négatif (N) ; (WT (Wild-Type) : Souche sauvage). 

 

Dans le Tableau 18, il est observé qu’à partir de 20 minutes d’incubation, toutes les 

bactéries produisant une céfotaximase (β-lactamase capable d’hydrolyser le céfotaxime) 

donnent des signaux positifs sur la LT. Les bactéries ayant les gènes de résistance produisant 

les enzymes CTX-M-8 et OXA-48 donnent des signaux faiblement positifs sur la LT. Pour 

s’assurer que toutes les bactéries produisant une céfotaximase donnent un résultat positif 

intense, quel que soit leur activité, le temps d’incubation sélectionné est de 30 minutes.  
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II.3.3. Le transfert industriel du test 

 

Pour la suite des validations, il a été décidé que des tests proches de la version 

commerciale soient utilisés. C’est pourquoi, un transfert industriel a été réalisé auprès de la 

société NG Biotech (Guipry, France). Les tests LFIA commerciaux répondent à un cahier des 

charges qui implique notamment la conservation des différents réactifs à température 

ambiante. Parmi l’ensemble des réactifs utilisés dans ce test, seul le céfotaxime était conservé 

à -20°C. Pour évaluer la possibilité de le conserver à température ambiante, des études de 

stabilité sur vingt jours ont été réalisées à température ambiante, à 45 °C et à 60 °C, avec du 

céfotaxime lyophilisé. Aucun FP n’a été obtenu avec les différentes conditions du céfotaxime 

lyophilisé. La lyophilisation (Lyophilisateur Christ β 2-8 LSC, Allemagne) a été réalisée à l’aide 

d’un piège à froid à -85°C, dans un piège à vide à une pression autour de 0,030 mbar. Parmi 

les différents tampons de lyophilisation testés, le tampon de lyophilisation retenu est : 

phosphate de potassium 0,1 M pH 7,4 + NaCl 0,15 M + BSA 0,1 % + Azide de sodium 0,01 

% + Sucrose 1 % + Tréhalose 1 %, avec 30 ng/mL de céfotaxime non-hydrolysé.  

 

II.3.4. La validation du test rapide sur un souchier d’antibiorésistance 

 

II.3.4.1. Le matériel et les méthodes 

 

Pour réaliser cette validation, des bactéries provenant du souchier du CNR de la 

résistance aux antibiotiques (Service de Bactériologie-Hygiène, Hôpital Bicêtre AP-HP, 

France) ont été utilisées.  

Les souches sont cultivées sur un milieu gélosé pendant une nuit à 37 °C. 150 µL de 

tampon de migration sont ajoutés au céfotaxime lyophilisé, et une colonie est ajoutée. Après 

30 minutes d’incubation à température ambiante sans agitation, 100 µL de l’échantillon sont 

déposés sur le test et la lecture s’effectue après 10 minutes de migration (Figure 70).  
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Figure 70 : Le principe du test d’activité enzymatique des β-lactamases sur les 

céphalosporines à spectre étendu. 

Protocole : Une colonie bactérienne est mise au contact de céfotaxime (3,75 ng) préalablement repris dans 150 

µL de tampon de migration. Après 30 minutes d’incubation, 100 µL de la solution sont déposés dans la zone de 

dépôt d’une cassette plastique contenant une bandelette (ligne test : céfotaxime-BSA à 0,1 mg/mL, papier 

conjugué : anticorps marqué séché à DO530 nm : 1,5). Une migration de 10 minutes est réalisée avant la lecture du 

résultat. 

 

II.3.4.2. Les résultats et l’interprétation 

 

La validation du test d’activité enzymatique sur les céphalosporines à spectre étendu, 

dénommé le test LFIA-CTX, sur le souchier du CNR a fait l’objet d’un article (258).  
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II.4. La comparaison du test LFIA-CTX à d’autres tests phénotypiques 

 

Pour évaluer les performances du test d’activité enzymatique sur les céphalosporines 

à spectre étendu à partir de colonies bactériennes, le test LFIA-CTX (NG Biotech, Guipry, 

France) est comparé à trois autres tests phénotypiques que sont le test β-LACTA™ (Bio-Rad, 

Marne-la-Coquette, France), le test NDP BLSE « fait maison » et le NG-Test® CTX-M MULTI 

(NG Biotech, Guipry, France). Cette étude a été réalisée au CNR de la résistance aux 

antibiotiques (Service de bactériologie-Hygiène, Hôpital Bicêtre AP-HP, France). 

 

II.4.1. Les tests phénotypiques 

 

II.4.1.1. Le test LFIA-CTX  

 

Le test LFIA-CTX est basé sur la détection de l'hydrolyse du céfotaxime à l'aide d’un 

anticorps qui est spécifique du céfotaxime non-hydrolysé. Pour ce faire, 150 μL de tampon 

de migration ont été ajoutés à un tube Eppendorf de 1,5 mL contenant du céfotaxime 

lyophilisé pour une concentration finale de 30 ng/mL, et une seule colonie a été remise en 

suspension. Après une incubation de 30 minutes à température ambiante, 100 μL sont 

déposés sur la cassette plastiques et les résultats sont lus après 10 minutes de migration à 

l'œil nu. 

 

II.4.1.2. Le test β-LACTA™ 

 

Le test β-LactaTM est une technique biochimique qui utilise une céphalosporine 

chromogénique pour détecter l’activité BLSE des colonies bactériennes. L’hydrolyse du 

noyau β-lactame du substrat induit un changement de coloration du milieu passant du jaune 

à l’orange/rouge/violet selon l’activité hydrolytique de l’enzyme. Ce substrat n’est pas 

hydrolysé par les pénicillinases acquises de type SHV et TEM. Il est hydrolysé par les CTX-M, 

par les carbapénémases (KPC, métallo-β-lactamases) et faiblement par les AmpC 

plasmidiques. Les colonies bactériennes à tester sont prélevées à partir d’une culture récente 
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et ajoutées au milieu réactionnel supplémenté du substrat chromogénique. En parallèle, un 

témoin négatif est également préparé. Les tubes sont incubés à température ambiante. La 

lecture visuelle s’effectue après 15 minutes et l’analyse de la couleur obtenue est la suivante : 

- La couleur du milieu est jaune : absence de BLSE ou carbapénémases ; 

- La couleur du milieu est orange : non-interprétable ; 

- La couleur du milieu est rouge : présence de BLSE ou carbapénémases. 

  

II.4.1.3. Le test NDP BLSE 

 

Le test ESBL NDP est une technique biochimique de détection des β-lactamases à 

spectre élargi. Il met en évidence l’acidification du milieu suite à l’activité hydrolytique d’une 

β-lactamase sur une céphalosporine, le céfotaxime. L’indicateur de pH (rouge de phénol) 

vire progressivement du rouge au jaune à mesure que le milieu s’acidifie. Pour réaliser ce 

test, la souche bactérienne est lysée et le lysat obtenu est divisé dans trois tubes distincts : 

- Tube 1 : Milieu réactionnel seul ; 

- Tube 2 : Milieu réactionnel supplémenté de céfotaxime ; 

- Tube 3 : Milieu réactionnel additionné de céfotaxime + tazobactame (inhibiteur des 

β-lactamines). 

 

 L’ensemble est incubé à 37 °C pendant 30 minutes, puis une lecture visuelle est faite 

pour évaluer le changement de couleur du milieu. Un test est considéré positif lorsque la 

couleur du milieu du tube 2 vire du rouge au jaune, et que la couleur des tubes 1 et 3 reste 

rouge. 

 

II.4.1.4. Le test NG-Test
®

 CTX-M MULTI 

 

Le NG-Test® CTX-M MULTI est un test LFIA qui détecte toutes les enzymes de type 

CTX-M. Ce test ne nécessite qu'une seule colonie, remise en suspension dans 100 µL de 

tampon de migration. Cette solution est ensuite déposée sur une cassette plastique. 

Cependant, ce test ne permet pas de détecter d'autres β-lactamases hydrolysant les 
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céphalosporines à spectre étendu, comme les AmpC chromosomiques, les AmpC 

plasmidiques, les BLSE mineures et certaines carbapénémases. 

 

II.4.2. L’étude comparative 

 

Les résultats de cette étude sont décrits dans l’article qui suit (259). 

 

  



 

254 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

255 

 

 

 

 

Article II 
  



 

256 



 

257 



 

258 



 

259 



 

260 



 

261 



 

262 



 

263 



 

264 
 



 

265 

II.5. Le multiplexage de la détection de l’activité enzymatique sur les 

céphalosporines à spectre étendu et de la détection des CTX-M 

 

II.5.1. Le développement du test immunochromatographique à flux latéral 

 

Les CTX-M représentent la grande majorité des enzymes conduisant à la résistance 

aux céphalosporines à spectre étendu chez les entérobactéries. Le test LFIA NG-Test® CTX-

M MULTI s'est avéré être un test de confirmation utile, facile, rapide et fiable chez les 

entérobactéries pour la détection des BLSE de type CTX-M (254). Néanmoins, il ne détecte 

pas les autres β-lactamases hydrolysant les céphalosporines à spectre étendu telles que les 

AmpC, les BLSE mineures et certaines carbapénémases. Ainsi, en l’associant avec le test LFIA-

CTX (258) sur une même bandelette, ceci a permis de détecter les BLSE de type CTX-M ainsi 

que les autres β-lactamases capables d’hydrolyser les céphalosporines à spectre étendu.  

 

II.5.2. La validation du test Rapid LFIA ESC 

 

Les résultats de la validation de ce multiplexe, dénommé le test Rapid LFIA ESC, sur 

le souchier du CNR sont décrits dans l’article suivant (260). 
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II.6. Les détections directes de l’activité enzymatique sur les céphalosporines à 

spectre étendu et des enzymes CTX-M dans les échantillons biologiques  

 

II.6.1. Le SPID, un dispositif de détection en échantillon biologique 

 

Un nouveau dispositif intégrant les étapes de traitement de l’échantillon et de 

détection par test LFIA a été développé et breveté par le CEA : le SPID. Ce dispositif, décrit 

dans la stratégie générale (voir I.4.), a été appliqué avec succès à la détection directe des 

BLSE et des carbapénémases dans des échantillons biologiques (urines, hémoculture et 

écouvillons rectaux) (261). L’utilisation du SPID permet une diminution du délai de la réponse 

de 16-24 heures à 30 minutes. 

Un nouveau transfert industriel a été réalisé où cette fois-ci le dispositif SPID est utilisé 

par la société NG Biotech pour permettre les détections simultanées d’une activité 

enzymatique sur les céphalosporines à spectre étendu (LT1) et des enzymes CTX-M (LT2), 

directement à partir d’urine, de milieu de transport d’écouvillon rectal et d’hémoculture.  

 

II.6.2. La détection en échantillon biologique à l’aide du SPID 

 

II.6.2.1. Le matériel et les méthodes 

 

Afin d’évaluer les différentes limites de détection obtenues dans différents 

échantillons biologiques, plusieurs inoculations ont été réalisées en urine, en milieu de 

transport d’écouvillon rectal et en hémoculture, à différentes concentrations (109 UFC (Unité 

formante colonie)/mL à 101 UFC/mL) et avec différentes bactéries résistantes : BLSE (TEM-

21, E. coli ; CTX-M-2, E. coli ; CTX-M-15, E. coli ; SHV-2a + CTX-M-9, E. coli ; GES-1, K. 

pneumoniae ; CMY-2, K. pneumoniae) ; Carbapénémases (OXA-48, C. freundii ; VIM-1, K. 

pneumoniae ; OXA-244, K. pneumoniae) ; WT (E. coli). 

Pour ce faire, la DO600 nm d’une culture en LB incubée à 37 °C une nuit sous agitation 

(200 rotations par minute) contenant la souche à tester est mesurée. La mesure est utilisée 

pour évaluer la concentration en bactéries : 1 DO600 nm = 5.108 UFC/mL pour E. coli. Pour 
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chaque culture, le volume correspondant à 109 UFC est prélevé et centrifugé 10 minutes à 

5200 g. Le surnageant est éliminé et le culot est suspendu avec 1 mL de l’échantillon 

biologique à tester. Ensuite, des dilutions au 1/10ième sont faites dans le même échantillon 

biologique que précédemment jusqu’à obtenir une concentration de 101 UFC/mL. Un témoin 

de l’échantillon biologique (sans bactérie) est également réalisé. Ces solutions sont pré-

incubées à 37 °C pendant 2 heures sous agitation pour acclimater les bactéries à l’échantillon 

biologique. Après cette incubation, un dénombrement est réalisé. Puis, selon l’échantillon 

biologique, les volumes prélevés sont différents : 

- En urine : 3 mL sont prélevés et la filtration avec le SPID est réalisée. 

- En milieu de transport d’écouvillon rectal : 0,5 mL sont prélevés et la filtration avec le 

SPID est réalisée. 

- En hémoculture : 1 mL est prélevé et mis au contact avec 2 mL de tampon de lyse 

(Tris HCl 0,1 M pH 8,0 + BSA 0,1 % + NaCl 0,15 M + Tween 20 0,5 % + Brij-O10 0,6 % 

(dans CAPS 0,4 M pH = 11,7) + azide de sodium 0,01 %) pendant 2 minutes. Puis, 0,5 

mL de cette solution sont utilisés pour la filtration avec le SPID. 

 

La Figure 71 ci-dessous rappelle les étapes du SPID. Pour chaque échantillon 

biologique, 300 µL de tampon de migration sont ajoutés dans une fiole contenant du 

céfotaxime lyophilisé (quantité de 4,5 ng). Ces 300 µL sont déposés dans la cupule, puis le 

capuchon est vissé sur le réservoir ce qui induit la filtration et le passage de la solution dans 

le réservoir. Une incubation de 30 minutes à température ambiante est réalisée, puis 

l’échantillon est déposé sur la bandelette en percutant le réservoir sur la cassette. Après 30 

minutes de migration, une lecture à l’œil nu est réalisée. 
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Figure 71 : Les différentes étapes du SPID associées à une détection en test rapide. 

Protocole : L’utilisation du SPID (dispositif de préparation d’échantillon et une cassette de détection par un test 

immunochromatographique à flux latéral) nécessite cinq étapes: 1- La filtration de l’échantillon à travers un 

filtre (le volume dépend de la matrice) ; 2- Le transfert du filtre contenant l’échantillon dans un incubateur ; 3- 

Le dépôt du tampon de migration et de l’antibiotique (300 µl) sur l’échantillon. Lorsque l’incubateur est fermé, un 

piston pousse la solution à travers le filtre vers la partie basse de l’incubateur. ; 4- Après 30 minutes d’incubation 

le réservoir est percuté sur la cassette ce qui permet à l’échantillon de migrer sur la bandelette.; 5- Interprétation 

du test après 30 minutes de migration ; (SPID (Sampling, Processing, Incubation, Detection) : Échantillonnage, 

Traitement, Incubation, Détection). 

 

II.6.2.2. Les résultats et l’interprétation 

 

Les résultats obtenus avec chaque souche, chaque concentration et chaque 

échantillon biologique sont regroupés dans les tableaux ci-dessous (Urine, Tableau 19 ; 

Hémoculture, Tableau 20 ; Milieu de transport d’écouvillon rectal, Tableau 21). 
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Urine 

LD 
BLSE 

TEM-21 CTX-M-2 CTX-M-15 SHV-2a + CTX-M-9 GES-1 CMY-2 

LT2 Φ 2,35.105 7,90.103 7,75.103 Φ Φ 

LT1 1,11.106 2,35.105 7,90.104 7,75.104 9,70.106 5,35.105 

LD 
Carbapénémases 

OXA-48 VIM-1 OXA-244 

LT2 Φ Φ Φ 

LT1 1,48.108 2,46.106 4,50.108 

LD Souches WT 

LT2 Φ 

LT1 Φ (up to 109) 

LT2 : Détection des enzymes CTX-M 

LT1 : Détection de l’activité enzymatique sur les céphalosporines à spectre étendu 

Φ : aucun signal 

Tableau 19 : Les limites de détection de différentes souches sur le test d’activité enzymatique 

sur le céfotaxime et test de détection des CTX-M en urine avec le SPID. 

Protocole : Le système SPID a été utilisé avec un volume de filtration de l’urine de 3 mL. 300 µL de céfotaxime 

non-hydrolysé (quantité de 4,5 ng) dans du tampon d’extraction ont été déposés dans le réservoir pour 30 minutes 

d’incubation. Puis, la totalité a été déposée sur une cassette SPID ; (LT1 : Ligne test 1 ; LT2 : Ligne test 2 ; Souche 

WT : Souche sauvage ; LD : Limite de détection ; SPID (Sampling, Processing, Incubation, Detection) : 

Échantillonnage, Traitement, Incubation, Détection). 

 

Selon la β-lactamase impliquée, la limite de détection de l’activité enzymatique en 

terme d’UFC/ml est différente. En effet, cette limite de détection dépend de l’activité 

spécifique de l’enzyme impliquée et de sa concentration au sein des bactéries. Pour les 

bactéries contenant un gène de résistance lié à une BLSE, la limite de détection est d’environ 

105-106 UFC/mL ; pour les enzymes CTX-M une limite de détection jusqu’à 104 UFC/mL est 

possible. Pour les bactéries contenant une carbapénémase, la limite détection est comprise 

entre 106 UFC/mL et 108 UFC/mL. Pour la souche WT, même à une concentration de 109 

UFC/mL, aucun signal n’est observé sur la LT1. 

La meilleure limite de détection des CTX-M (environ 104 UFC/mL) est obtenue avec 

une E. coli produisant du CTX-M-15 ou CTX-M-9. 
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Hémoculture 

LD 
BLSE 

TEM-21 CTX-M-2 CTX-M-15 SHV-2a + CTX-M-9 GES-1 CMY-2 

LT2 Φ 3,80.105 3,10.104 3,00.104 Φ Φ 

LT1 2,75.107 3,80.105 3,10.105 3,00.105 2,70.107 3,05.106 

LD 
Carbapénémases 

OXA-48 VIM-1 

LT2 Φ Φ 

LT1 2,20.107 2,75.106 

LD WT 

LT2 Φ 

LT1 Φ (up to 109) 

LT2 : Détection des enzymes CTX-M 

LT1 : Détection de l’activité enzymatique sur les céphalosporines à spectre étendu 

Φ : aucun signal 

Tableau 20 : Les limites de détection de différentes souches sur le test d’activité enzymatique 

sur le céfotaxime et test de détection des CTX-M en hémoculture avec le SPID. 

Protocole : 0,5 mL d’hémoculture ont été mis au contact de 0,25 mL de tampon de lyse pendant 2 minutes. Puis, 

le système SPID a été utilisé avec un volume de 0,5 mL de la solution. 300 µL de céfotaxime non-hydrolysé 

(quantité de 4,5 ng) dans du tampon d’extraction ont été déposés dans le réservoir pour 30 minutes d’incubation. 

Puis, la totalité a été déposée sur une cassette SPID contenant une bandelette (LT1 : Ligne test 1 ; LT2 : Ligne test 

2 ; Souche WT : Souche sauvage ; LD : Limite de détection ; SPID (Sampling, Processing, Incubation, Detection) : 

Échantillonnage, Traitement, Incubation, Détection). 

 

Pour les bactéries contenant un gène de résistance lié à une BLSE, la limite de 

détection varie entre 105 UFC/mL et 107 UFC/mL pour le test de l’activité enzymatique. Pour 

les bactéries contenant une carbapénémase, la limite de détection se situe entre 107-108 

UFC/mL. Pour la WT, même à une concentration de 108 UFC/mL, aucun signal n’est observé 

sur la LT1. 

Comme pour l’urine, la meilleure limite de détection des CTX-M (environ 104 UFC/mL) 

est obtenue avec une E. coli produisant du CTX-M-15 ou CTX-M-9. 
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Milieu de transport d’écouvillon rectal 

LD 
BLSE 

TEM-21 CTX-M-2 CTX-M-15 SHV-2a + CTX-M-9 GES-1 CMY-2 

LT2 Φ 3,10.108 3,50.106 8,00.106 Φ Φ 

LT1 3,35.108 3,10.108 3,50.107 8,00.107 1,20.108 2,85.108 

LD 
Carbapénémases 

OXA-48 VIM-1 

LT2 Φ Φ 

LT1 1,55.108 2,80.108 

LD WT 

LT2 Φ 

LT1 Φ (up to 109) 

LT2 : Détection des enzymes CTX-M 

LT1 : Détection de l’activité enzymatique sur les céphalosporines à spectre étendu 

Φ : aucun signal 

Tableau 21 : Les limites de détection de différentes souches sur le test d’activité enzymatique 

sur le céfotaxime en milieu de transport d’écouvillon rectal avec le SPID. 

Protocole : Le système SPID a été utilisé avec un volume de filtration du milieu de transport d’écouvillon rectal de 

0,5 mL. 300 µL de céfotaxime non-hydrolysé (quantité de 4,5 ng) dans du tampon d’extraction ont été déposés 

dans le réservoir pour 30 minutes d’incubation. Puis, cette solution est déposée sur une cassette SPID (LT1 : Ligne 

test 1 ; LT2 : Ligne test 2 ; Souche WT : Souche sauvage ; LD : Limite de détection ; SPID (Sampling, Processing, 

Incubation, Detection) : Échantillonnage, Traitement, Incubation, Détection). 

 

Pour les bactéries contenant un gène de résistance lié à une BLSE, la limite de 

détection varie entre 107 UFC/mL et 108 UFC/mL pour le test de l’activité enzymatique. Pour 

les bactéries contenant une carbapénémase, la limite de détection est de 108 UFC/mL. Pour 

la WT, même à une concentration de 109 UFC/mL, aucun signal n’est observé sur la LT1. 

La meilleure limite de détection des CTX-M (environ 106 UFC/mL) est obtenue avec 

une E. coli produisant du CTX-M-15. 
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II.6.3. Le « clip », un nouvel adaptateur SPID pour cassette 

 

II.6.3.1. Le matériel et les méthodes 

 

A l’origine, une cassette plastique spécifique au SPID avait été conçue et produite afin 

de permettre le dépôt de l’échantillon sur la bandelette sans ouverture du réservoir (source 

de contamination). Cette cassette nécessitait également l’utilisation de bandelettes d’une 

longueur supérieure.  Pour simplifier la gestion des réactifs et la production des tests, un 

adaptateur a été développé et produit. Cet adaptateur se clipse sur la zone de dépôt d’une 

cassette plastique classique et permet le dépôt de l’échantillon sur la bandelette sans 

ouverture du réservoir. Même si l’utilisation de cet adaptateur n’entraine aucune 

modification du protocole du SPID, il faut noter que l’utilisation de bandelettes plus courtes 

(cassette classique) a permis de diminuer le volume de l’échantillon déposé à 200 µL.  

Pour valider l’utilisation de ce « clip », plusieurs inoculations ont été réalisées en urine 

(106 UFC/mL et 104 UFC/mL) et en hémoculture (108 UFC/mL), avec soixante isolats 

bactériens différents. Après 2 heures de pré-incubation pour mimer les conditions 

physiologiques, un dénombrement est réalisé. Puis, selon l’échantillon biologique, les 

volumes prélevés sont différents : 

- En urine : 3 mL sont prélevés et la filtration avec le SPID est réalisée ; 

- En hémoculture : 1 mL est prélevé et mis au contact avec 2 mL de tampon de lyse 

pendant 2 minutes. Puis, 0,5 mL de cette solution sont utilisés pour la filtration avec 

le SPID. 

 

Comme présenté en Figure 71 pour les étapes du SPID, pour chaque échantillon 

biologique, 200 µL de tampon de migration sont ajoutés dans une fiole contenant du 

céfotaxime lyophilisé (quantité de 4,5 ng). Ces 200 µL sont déposés dans la cupule après 

vissage du capuchon sur le réservoir qui induit la filtration et le passage de la solution dans 

le réservoir. Une incubation de 30 minutes à température ambiante est réalisée, puis 

l’échantillon est déposé en percutant le réservoir sur la cassette. Après 30 minutes, une 

lecture à l’œil nu est réalisée.  
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II.6.3.2. Les résultats et l’interprétation 

 

Cette étude a été réalisée sur soixante isolats bactériens en urine et en hémoculture. 

Les résultats sont présentés dans le Tableau 22. 
 

60 isolats bactériens Urine Hémoculture 

Concentration (UFC/mL) 106 UFC/mL 104 UFC/mL 108 UFC/mL 

Résultats Négatif Positif Négatif Positif Négatif Positif 

WT 3/3  1/1  3/3  

AmpC  7/7  1/1  7/7 

Pénicillinases à spectre 

élargi 
 1/1    0/1 

BLSE  24/24  3/5  24/24 

Carbapénémases 1/1 14/14 1/1 3/6 1/1 14/14 

Multiple β-lactamases  10/10  2/4  10/10 

Total 4/4 56/56 2/2 9/16 4/4 55/56 

Sensibilité  100%  56%  98,2% 

Spécificité 100%  100%  100%  

Tableau 22 : Les détections de l’activité enzymatique sur le céfotaxime en urine et 

hémoculture de différentes souches avec le nouvel adaptateur SPID pour cassette. 

Protocole : Les urines et les hémocultures ont été spikées à des concentrations bactériennes connues (106 UFC/mL 

ou 104 UFC/mL). Pour l’urine, le système SPID a été utilisé avec un volume de filtration de 3 mL. Pour 

l’hémoculture, 0,5 mL ont été mis au contact de 0,25 mL de tampon de lyse pendant 2 minutes. Puis, le système 

SPID a été utilisé avec un volume de filtration de 0,5 mL de la solution. Pour les deux échantillons biologiques, 

200 µL de céfotaxime non-hydrolysé (quantité de 4.5 ng) ont été déposés dans le réservoir pour 30 minutes 

d’incubation. Puis, la totalité a été déposée sur une cassette classique contenant une bandelette avec l’aide d’un 

adaptateur ; (UFC : Unité formante colonie ; SPID (Sampling, Processing, Incubation, Detection) : Échantillonnage, 

Traitement, Incubation, Détection). 

 

En hémoculture, la totalité des souches capables d’hydrolyser le céfotaxime ont été 

détectées, à l’exception d’une pénicillinase à spectre élargi qui possède une très faible 

activité sur le céfotaxime. En urine, la totalité des souches capable d’hydrolyser le céfotaxime 

a été détectée à 106 UFC/mL alors qu’à 104 UFC/mL, seules neuf souches sur seize ont été 

détectées. Une incubation supplémentaire semble être nécessaire pour une détection à 104 

UFC/mL en urine, concentration pouvant être retrouvée dans des échantillons cliniques. 
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Pour évaluer les performances du système SPID, un comparatif a été réalisé entre le 

système SPID associé au clip pour la cassette et le système par centrifugation où les bactéries 

sont culotées par centrifugation et resuspendues dans 200 µL de tampon de migration 

contenant le céfotaxime. Les résultats obtenus sont similaires à ceux présentés ci-dessus 

pour les protocoles utilisant le système SPID associé au clip et la centrifugation. 

 

II.6.4. La discussion 

 

Avec le SPID, la détection de l’activité enzymatique et la détection des enzymes CTX-

M ont été possibles pour les trois échantillons biologiques. Pour la souche WT, quel que soit 

l’échantillon biologique et la concentration de cette dernière, les résultats ont été négatifs 

pour les deux détections (activité enzymatique et CTX-M). Pour les bactéries résistances, 

selon la β-lactamase impliquée et l’échantillon biologique, la limite de détection a été 

différente. Cette limite de détection nécessite d’être améliorée en urine et en milieu de 

transport d’écouvillon rectal car les concentrations de bactéries dans ces échantillons 

cliniques peuvent descendre jusqu’à 104 UFC/mL. Ainsi, une incubation supplémentaire en 

LB, de 1 heure à 2 heures, pourrait être envisagée afin de bénéficier de l’amplification de la 

quantité d’enzyme dûe à la multiplication bactérienne. Pour l’hémoculture, les limites de 

détection obtenues sont suffisantes étant donné que les concentrations bactériennes 

présentes dans les échantillons cliniques positifs sont supérieures à 108 UFC/mL.  

La combinaison des deux détections pour une détection directe à partir des 

échantillons biologiques du patient en moins d'une heure est un outil performant et fort 

utile car il détecte la totalité des résistances aux céphalosporines à spectre étendu. En effet, 

les enzymes CTX-M sont les plus répandues (à hauteur de 98 %) dans les hôpitaux français.  

Grâce à la détection de l’activité d’hydrolyse sur les céphalosporines à spectre étendu, les 2 

% restant sont détectées. De plus, alors que les autres méthodes nécessitent un temps de 

rendu de résultat bien supérieur (16 à 30 heures), ce test LFIA permet d’augmenter l’efficacité 

du traitement du patient en réduisant le délai de la mise en place d’une thérapie adaptée. 

L’utilisation du nouveau clip pour adapter le SPID sur la cassette classique permet de 

simplifier davantage la production et la commercialisation de l’outil de détection tout en 
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gardant une efficacité de détection de la résistance. De plus, les résultats obtenus avec ce 

test sont similaires aux performances obtenues avec le SPID ancienne version et à la 

méthode de centrifugation.  

Dans un avenir proche, des études à plus grande échelle sont à mener pour évaluer 

précisément la sensibilité et la spécificité du test avec le clip sur des échantillons réels, et 

pour définir la période d’incubation nécessaire en urine et en milieu de transport 

d’écouvillon rectal afin d’atteindre une limite de détection qui permette d’obtenir une 

sensibilité proche de 100%. 

In fine, grâce à ce test, la détection directe en échantillon biologique est peu coûteuse 

et facile à mettre en œuvre en routine comme tests de première ligne sur des échantillons 

biologiques. 
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Chapitre III : Le test de détection de l’activité 

carbapénémase 

 

Sauf précision, tous les réactifs chimiques proviennent de chez Sigma-Aldrich (St. 

Quentin Fallavier Cedex, France). 

 

III.1. La production de l’immunogène 

 

Le carbapénème est une petite molécule incapable d’induire une réponse immunitaire 

indispensable à l’obtention d’anticorps. Comme le céfotaxime, il a donc été nécessaire de 

coupler cet antibiotique à une plus grosse molecule immunogénique, la BSA. Un 

carbapénème ayant des fonctions réactives, a été fourni par le CNRS (UMR 8601, LCBPT, 

Université Paris Cité) : l’alcyne-carbapénème (Figure 72) (262).  
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Figure 72 : La structure chimique du carbapénème-alcyne. 

 

Ce carbapénème a la particularité de partager une structure commune aux 

carbapénèmes commerciaux qui eux ne possèdent pas de fonctions réactives. Ainsi, de fortes 

réactions croisées sont attendues avec les cinq carbapénèmes (imipénème, ertapénème, 

doripénème, tébipénème, méropénème) présentés en Figure 73, pour la reconnaissance par 

les anticorps produits. 
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Figure 73 : La comparaison des différentes structures de carbapénèmes commerciaux avec le 

carbapénème-R. 

 

La synthèse de cet immunogène s’est déroulée en deux étapes : l’étape 1 est de 

produire de la BSA-azide ; l’étape 2 est de coupler la BSA-azide avec le carbapénème-alcyne. 

Dans un premier temps, de l’acide 5-azidopentanoïque (0,35 mg, 2,42.10-6 mol, 40 

équivalents/BSA) est pesé et dissous dans 50 µL de DMF. Puis, du NHS (0,42 mg, 3,63.10-6 

mol, 1,5 équivalents/acide 5-azidopentanoïque) et du N,N’-Dicyclohexylcarbodiimide (0,75 

mg, 3,63.10-6 mol, 1,5 équivalents/acide 5-azidopentanoïque) sont ajoutés au DMF. La 

solution de DMF est incubée à température ambiante pour 30 minutes sous agitation. Cette 

dernière est ajoutée à la BSA (4 mg, 6.06.10-8 mol) a été solubilisée dans 0,5 mL de tampon 

phosphate de potassium 50 mM pH 7,4. Le mélange est incubé pendant 60 minutes à 

température ambiante sous agitation.  L’acide 5-azidopentanoïque n’ayant pas réagi est 

séparé de la BSA par gel d’exclusion (Zeba Spin Desalting Column 40K MWCO, Thermo 

Fisher Scientific) avec un seuil de coupure de 40 000 Da, en tampon Tris/HCl 50 mM pH 8,0. 

En parallèle, du sulfate de cuivre (0,29 mg, 1,82.10-6 mol, 1 équivalent/carbapénème-alcyne) 
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et du Tris((1-benzyl-4-triazolyl)methyl)amine (TBTA) (0,96 mg, 1,82.10-6 mol, 1 

équivalent/carbapénème-alcyne) sont dissous dans 50 µL de Tris/HCl 50 mM pH 8,0.  Le 

carbapénème-alcyne (0,43 mg, 1,82.10-6 mol, 30 équivalents/BSA) est solubilisé dans 50 µL 

de DMF et mélangé à la solution de sulfate de cuivre/TBTA, puis la BSA-azide est ajoutée. 

Enfin, la BSA-azide et l’acide ascorbique (0,32 mg, 1,82.10-6 mol, 1 équivalent/carbapénème-

alcyne) sont ajoutés au mélange. Ce dernier permet de déclencher la réaction entre la 

fonction alcyne du carbapénème-alcyne et la fonction azide de la BSA pour former un cycle 

1,5-triazole entre les deux molécules. Une incubation de 30 minutes à température ambiante 

sous agitation est réalisée. Un changement de couleur vers l’orange est synonyme de 

réaction terminée. Une dialyse a été effectuée en tampon phosphate de potassium 50 mM 

pH 7,4 avec une cassette de dialyse (Slide-A-Lyzer Dialysis Cassette, Thermo Fisher Scientific) 

avec un seuil de coupure de 3 500 Da. Ensuite, la concentration du carbapénème-BSA 

(structure chimique en Figure 74) a été déterminée par réaction BCA. 
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Figure 74 : La structure chimique du carbapénème-BSA, utilisé comme immunogène. 

 

III.2. L’obtention des anticorps monoclonaux : première sélection  

 

Pour obtenir des anticorps dirigés uniquement contre le carbapénème non-hydrolysé, 

plusieurs étapes doivent être réalisées afin d’atteindre les spécifications souhaitées : 

- Immunisation des souris avec le carbapénème-BSA obtenu préalablement ; 

- Purifier les différentes formes de carbapénèmes marquées et non marquées ayant 

pour but in fine de sélectionner les anticorps d’intérêts issus des hybridomes. Le choix 

s’est porté sur le méropénème car sa structure est stable et est généralement utilisé 

dans les tests de détection des résistances aux carbapénèmes ; 
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- Suivre la réponse immunitaire chez les souris ayant reçu l’immunogène pour initier la 

fusion sur les souris avec les meilleurs signaux ; 

- Sélectionner les hybridomes produisant les anticorps monoclonaux ayant un 

maximum de reconnaissance pour la forme non-hydrolysée et un minimum de 

reconnaissance pour la forme hydrolysée du méropénème et caractériser les 

anticorps selon leur spécificité, leur affinité et leurs réactions croisées.  

 

III.2.1. La purification des deux formes d’antibiotique marquées et non marquées 

 

Pour sélectionner les anticorps ayant une reconnaissance maximale pour la forme 

non-hydrolysée et minimale pour la forme hydrolysée du méropénème, il a fallu disposer de 

ces deux formes marquées (couplage du carbapénème avec de la biotine) afin de détecter 

les anticorps spécifiques. Ces molécules biotinylées peuvent ainsi être détectées par réaction 

avec de la streptavidine-acétylcholinestérase. D’autre part, il a également été nécessaire de 

purifier le méropénème non-hydrolysé commercial et d’obtenir du méropénème hydrolysé 

afin de différencier l’affinité des anticorps pour la forme non-hydrolysée de la forme 

hydrolysée du méropénème.  

 

III.2.1.1. Le matériel et les méthodes 

 

Le carbapénème-biotine non-hydrolysé a été obtenu par couplage d’un ester NHS de 

l’acide biotinamidohexanoïque (NHS-LC-biotine) et d’un carbapénème-amine fourni 

également par le CNRS (UMR 8601, LCBPT, Université Paris Cité) : le carbapénème-amine 

(Figure 75) (263).  
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Figure 75 : La structure chimique du carbapénème-amine. 
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Tout comme le carbapénème-alcyne, il a la particularité de partager une structure 

commune aux carbapénèmes commerciaux qui eux ne possèdent pas de fonctions réactives. 

Le choix d’un carbapénème possédant une fonction réactive différente de l’alcyne a été pris 

car il ne fallait pas sélectionner des hybridomes produisant des anticorps dont l’épitope 

comportait la structure formée par la réaction de l’alcyne et l’azide (Figure 76). 

 

Figure 76 : La comparaison de structure entre le carbapénème-BSA et le carbapénème-

biotine non-hydrolysé. 

Descriptif : Le cercle rouge représente le cycle formé par l’alcyne et l’azide. 

 

Dans cette réaction, le groupement -NH2 du carbapénème-amine réagit avec le 

groupement -NHS de la NHS-LC-biotine. Pour ce faire, 1 mg du carbapénème-amine est 

solubilisé dans 1,35 mL de tampon borate 0,1 M pH 9,0. Puis, 7 mg de NHS-LC-biotine sont 

dissous dans 150 µL de DMF pour être ajoutés à la solution de carbapénème-amine. Après 

30 minutes à température ambiante, 100 µL de tampon Tris/HCl 1 M pH 8,0 sont ajoutés. 

Après 15 minutes à température ambiante, la solution est complétée jusqu’à 2 mL avec de 

l’eau distillée. Le produit résultant est purifié par chromatographie en phase inverse sur un 

gradient eau/acétonitrile de 0 à 80 % sur un appareil de chromatographie AKTA (AKTA 

Purifier, GE Healthcare). La masse moléculaire de cette molécule a été mesurée par SM (Q-

Exactive, Thermo Fisher Scientific) (Figure 77). Le carbapénème-biotine hydrolysé a été 

obtenue par réaction enzymatique avec des billes couplées à KPC-2 à l’aide du même 

protocole que celui précédemment utilisé (voir II.2.1.1.). 50 µL de solution de billes-β-

lactamase à 20 mg/mL sont ajoutés à 1 mL d’une solution de carbapénème biotine non-

hydrolysé concentrée à 2 mg/mL. Après une réaction de 16 heures à 25°C, les billes-β-

lactamases ont été récupérées à l’aide d’un aimant et la solution est récupérée. Le même 
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protocole d’hydrolyse a été réalisé sur le méropénème non-hydrolysé commercial pour 

obtenir le méropénème hydrolysé. 

Ces molécules sont purifiées par chromatographie en phase inverse sur un gradient 

eau/acétonitrile de 0 à 80 % sur un appareil de chromatographie AKTA (AKTA Purifier, GE 

Healthcare). La mesure de l’absorbance à 300 nm est représentative du cycle β-lactame. En 

cas d’hydrolyse de la β-lactamine, une perte d’absorbance est visible. Le poids moléculaire 

est vérifié par chromatographie liquide couplée à la SM (Q-Exactive, Thermo Fisher 

Scientific), où un cycle de séparation de 15 minutes sur colonne C18 est réalisé. Puis, 

l'échantillon est ionisé à l’aide d’une source électrospray et les ions sont séparés en fonction 

de leur ratio masse/charge au sein du quadripôle (Figure 77). 
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Figure 77 : Les différentes structures utilisées pour la sélection et la caractérisation des 

anticorps anti-carbapénème. 

 

III.2.1.2. Les résultats et l’interprétation 

 

Pour le carbapénème-biotine non-hydrolysé, la forme non-hydrolysée est apparue à 

13,1 % d’acétonitrile (Figure 78) avec une masse moléculaire en SM de 626,27 Da. La forme 

hydrolysée est, quand-à-elle, obtenue à 10 % d’acétonitrile (Figure 78) avec une masse 
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moléculaire en SM de 644,27 Da. Cette masse correspond bien au carbapénème avec le cycle 

β-lactame ouvert.  
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Figure 78 : Les profils d’élution du carbapénème-biotine non-hydrolysé et du carbapénème-

biotine hydrolysé en phase inverse. 

Protocole : Le carbapénème-biotine non-hydrolysé et le carbapénème-biotine hydrolysé ont été purifiés par 

chromatographie en phase inverse sur un gradient eau/acetonitrile (0 à 80 %) sur une colonne C18. Le volume 

d’injection sur la colonne est de 2 mL. Le poids moléculaire est vérifié par chromatographie liquide couplée à la 

spectrométrie de masse où un cycle de séparation de 15 minutes sur colonne C18 est réalisé. Puis, l'échantillon 

est ionisé à l’aide d’une source électrospray et les ions sont séparés en fonction de leur ratio masse/charge au sein 

du quadripôle. Pour le carbapénème-biotine non-hydrolysé, le pic d’intérêt est à 13,1 %. Pour le carbapénème-

biotine hydrolysé, le pic d’intérêt est à 10 %. 

 

Pour le méropénème non-hydrolysé, le pic d’intérêt se situe à 8 % d’acétonitrile 

(Figure 79). La masse moléculaire obtenue en SM est de 384,16 Da. Après l’étape d’hydrolyse, 

le pic d’intérêt est à 3 % d’acétonitrile (Figure 79). Deux masses moléculaires sont obtenues 

en SM, avec une masse à 402,17 Da correspondant à une ouverture du cycle β-lactame 

uniquement et une masse à 358,18 Da représentative d’une ouverture du cycle β-lactame 

associé à une décarboxylation. 
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Figure 79 : Les profils d’élution du méropénème non-hydrolysé et du méropénème hydrolysé 

en phase inverse. 

Protocole : Le méropénème non-hydrolysé et le méropénème hydrolysé ont été purifiés par chromatographie en 

phase inverse sur un gradient eau/acetonitrile (0 à 80 %) sur une colonne C18. Le volume d’injection sur la colonne 

est de 2 mL. Le poids moléculaire est vérifié par chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse où 

un cycle de séparation de 15 minutes sur colonne C18 est réalisé. Puis, l'échantillon est ionisé à l’aide d’une source 

électrospray et les ions sont séparés en fonction de leur ratio masse/charge au sein du quadripôle. Pour le 

méropénème non-hydrolysé, le pic d’intérêt est à 8 %. Pour le méropénème hydrolysé, le pic d’intérêt est à 3 %. 

 

L’absence de pics résiduels de carbapénème-biotine et de méropénème non-

hydrolysés après hydrolyse montre que celle-ci, contrairement à celle du céfotaxime réalisée 

dans les mêmes conditions, est complète.  
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III.2.2. Le suivi de la réponse immunitaire sur les souris 

 

III.2.2.1. Le matériel et les méthodes 

 

Comme décrit précédemment, des injections par voie sous-cutanée de 50 µg de 

l’immunogène/souris ont été réalisées toutes les trois semaines pendant trois mois, à raison 

de quatre souris par immunogène. Deux semaines après chaque immunisation, des 

prélèvements sanguins, sont réalisées (Figure 47) et les anticorps spécifiques du 

carbapénème sont dosés par réaction immuno-enzymatique.  

 Le test utilisé est identique à celui réalisé pour les saignées anti-céfotaxime (voir 

II.2.2.1.). Seul le céfotaxime-biotine a été remplacé par le carbapénème-biotine (Figure 80). 

 

Figure 80 : Le dosage immuno-enzymatique pour suivre les anticorps spécifiques du 

carbapénème. 

Protocole : Les anticorps présents dans les prélèvements sanguins sont capturés par un premier anticorps CAS 

immobilisé sur la paroi des puits d’une plaque de microtitration 96 puits. Du carbapénème-biotine non-hydrolysé 

est ajoutée dans chaque puits. L’incubation est faite sur une nuit à 4°C. Puis, après lavage des plaques, de la 

streptavidine-acétylcholinestérase est déposée et incubée pendant 1 heure à température ambiante. Après lavage, 

du réactif d’Ellmann (DTNB + acétylthiocholine iodide) est ajouté. Les plaques sont lues à DO414 nm au bout de 30 

minutes et 1 heure. L’intensité des signaux obtenus lors de ce test est proportionnelle à la quantité d’anticorps 

spécifiques du carbapénème non-hydrolysé ; (CAS : anticorps polyclonaux de chèvre anti-immunoglobulines de 

souris ; DTNB : acide 5,5-dithio-bis-(2-nitrobenzoïque)). 

 

Pour la sélection des anticorps et l’évaluation de la spécificité de ces mêmes anticorps, 

les mêmes tests que pour les anticorps anti-céfotaxime ont été utilisés en remplaçant le 

céfotaxime-biotine par du carbapénème-biotine et le céfotaxime hydrolysé ou non par du 

méropénème hydrolysé ou non. Ces derniers sont rappelés en Figure 81. 
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Figure 81 : Les dosages immuno-enzymatiques pour suivre les anticorps spécifiques d’un 

antibiotique dans les prélèvements sanguins, pour la sélection des hybridomes et la 

caractérisation des anticorps. 

Protocole : Test 1 : Dans ce test, les anticorps présents dans les prélèvements sanguins sont capturés par un 

premier anticorps CAS immobilisé sur la paroi des puits d’une plaque de microtitration 96 puits. De l’antibiotique-

biotine non-hydrolysé est ajouté dans chaque puits. Après une incubation à 4°C pendant une nuit et après lavage, 

de la streptavidine-acétylcholinestérase est déposée et incubée pendant 1 heure à température ambiante. Après 

lavage, du réactif d’Ellmann (DTNB + acétylthiocholine iodide) est ajouté. Les plaques sont lues à DO414 nm au 

bout de 30 minutes et 1 heure. L’intensité des signaux obtenus lors de ce test est proportionnelle à la quantité 

d’anticorps spécifiques de l’antibiotique non-hydrolysé. Test 2 : Le même principe que le test 1 est réalisé. 

L’antibiotique-biotine non-hydrolysé est remplacé par l’antibiotique-biotine hydrolysé. Test 3 : Le même principe 

que le test 1 est réalisé. L’antibiotique non-hydrolysé est ajouté avec l’antibiotique-biotine non-hydrolysé. Test 

4 : Le même principe que le test 1 est réalisé. L’antibiotique hydrolysé est ajouté avec l’antibiotique-biotine non-

hydrolysé ; (CAS : anticorps polyclonaux de chèvre anti-immunoglobulines de souris ; DTNB : acide 5,5-dithio-

bis-(2-nitrobenzoïque)). 

 

Pour les tests 1 et 2, l’apparition d’un signal dans les puits indique la présence 

d’anticorps anti-carbapénème non hydrolysé et anti-carbapénème hydrolysé 

respectivement. Les souris sélectionnées seront celles pour lesquelles les saignées ont donné 

un signal maximal dans le test 1 et minimal dans le test 2.  

Pour les tests 3 et 4, une baisse des signaux à DO414 nm proportionnelle à la 

concentration en compétiteur révèle la présence d’anticorps reconnaissant le compétiteur : 

méropénème non-hydrolysé (test 3) ou méropénème hydrolysé (test 4). Ces tests permettent 

d’évaluer la spécificité relative des anticorps pour le méropénème non-hydrolysé et le 

méropénème hydrolysé. Ainsi, si la baisse du signal est similaire pour les deux formes de 
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méropénème alors les anticorps possèdent la même affinité pour ces deux molécules. Si la 

baisse du signal est plus faible pour l’une des deux formes de méropénème alors l’anticorps 

possède une affinité plus faible pour cette forme. 

Les graphiques obtenus sont f([dilution saignée]) = Absorbance (mAu) pour le test 1 

et f([Antibiotique]) = B/B0 (%) pour le test 3. Pour rappel, le signal B0 correspond à 

l’absorbance obtenue en absence de compétiteur (Absorbance maximale). Le signal B est 

l’absorbance obtenue lorsque le compétiteur et le marqueur sont en compétition pour leur 

fixation sur les paratopes de l’anticorps. Le B/B0 (50 %) correspond au déplacement de 50 

% du signal issu du marqueur par le compétiteur (exemple de courbe rappelé en Figure 82). 
 

 

Figure 82 : Exemple de courbe d’étalonnage pour un dosage par compétition. 

Descriptif : Dans cet exemple, le signal B0 correspond à l’absorbance obtenue en absence de compétiteur (100 

%). Le signal B est l’absorbance obtenue lorsque le compétiteur et le marqueur sont en interaction avec l’anticorps. 

Le B/B0 (50 %) correspond à la concentration en compétiteur où 50 % du signal issu du marqueur est déplacé 

par le compétiteur. 

 

III.2.2.2. Les résultats et l’interprétation 

 

Dans un premier temps, la concentration optimale à utiliser pour le carbapénème-

biotine non-hydrolysé est définie. Avec le test 1, les concentrations suivantes ont été testées : 

1 µg/mL ; 100 ng/mL ; 10 ng/mL, sur la saignée n°4 de la souris Biozzi 4881. La dilution avec 

le moins de non-spécifique et sans perte significative de signal à DO414 nm a été sélectionnée. 

Ainsi, la concentration à 100 ng/mL est gardée. 

Puis, à partir des différentes saignées récupérées, un dosage est réalisé sur chacune 

d’entre elles avec le test 1. Après 1 heure de révélation avec le réactif d’Ellmann, les plaques 

sont lues et les résultats sont présentés en Figure 83.   
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Figure 83 : Le suivi des réponses immunitaires sur les saignées des souris immunisées avec du 

carbapénème-BSA. 

Protocole : Les prélèvements sanguins sont dilués aux 1/100ième ; 1/1 000 ième ; 1/10 000 ième ; 1/100 000 ième. Sur 

les plaques où du CAS a été immobilisé, 50 µL de chaque dilution sont déposés en double sur une plaque de 

microtitration, et 50 µL du carbapénème-biotine non-hydrolysé (100 ng/mL) sont déposés dans chacun des puits. 

L’incubation est faite sur une nuit à 4°C. Puis, la révélation des puits à l’aide de la streptavidine-

acétylcholinestérase et du réactif d’Ellmann est réalisée. L’absorbance à DO414 nm est lue à 1 heure d’incubation 

(CAS : anticorps polyclonaux de chèvre anti-immunoglobulines de souris). 

 

Il est observé sur la Figure 83 que l’ensemble des souris Biozzi produisent des 

anticorps spécifiques. En effet, à partir des saignées n°2 des signaux positifs sont obtenus 

pour toutes les souris. Ces signaux augmentent pour les saignées n°3 et n°4. L’intensité des 

signaux obtenus pour les saignées n°4 sont similaires entre les quatre souris Biozzi. Pour 

sélectionner les deux souris dont les rates seront utilisées pour l’étape de fusion cellulaire, 

des compétitions en ELISA sont réalisées sur les différentes saignées n°4 avec le test 3. Pour 

cette étude, la concentration en carbapénème-biotine non-hydrolysé et les dilutions des 

saignées n°4 sont de nouveau optimisées. Le but est d’utiliser ces réactifs en quantité 

limitante (autour d’une DO414 nm de 0,5, après 1 heure de révélation). Ces études ont permis 

de sélectionner les conditions suivantes :  

- Souris Biozzi 4881 ; Saignée n°4 : 1/25 000 – Carbapénème-biotine non-hydrolysé : 

20 ng/mL ; 



 

301 

- Souris Biozzi 5062 ; Saignée n°4 : 1/25 000 – Carbapénème-biotine non-hydrolysé : 

20 ng/mL ; 

- Souris Biozzi 5063 ; Saignée n°4 : 1/25 000 – Carbapénème-biotine non-hydrolysé : 

20 ng/mL ; 

- Souris Biozzi 5064 ; Saignée n°4 : 1/25 000 – Carbapénème-biotine non-hydrolysé : 

100 ng/mL. 

 

Le test 3 est réalisé en utilisant une gamme de méropénème non hydrolysé dilué en 

tampon EIA-PVP : 1 000 ng/mL ; 100 ng/mL ; 10 ng/mL ; 1 ng/mL ; 0 ng/mL. Les résultats 

sont représentés sur la Figure 84. 
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Figure 84 : Les courbes de compétition avec le méropénème non-hydrolysé sur les saignées 

des souris immunisées avec du carbapénème-BSA. 

Protocole : En microplaques 96 puits où du CAS a été immobilisé préalablement, 50 µL d’anticorps du dernier 

prélèvement sanguin de chaque souris sont mis en compétition avec 50 µL de carbapénème-biotine non-

hydrolysé (100 ng/mL pour la souris Biozzi 5064, sinon 20 ng/mL) et 50 µL de méropénème non-hydrolysé 

(différentes concentrations testées : 1 000 ng/mL ; 100 ng/mL ; 10 ng/mL ; 1 ng/mL ; 0 ng/mL). Pour chaque 

concentration de méropénème non-hydrolysé, le pourcentage de déplacement du carbapénème-biotine non-

hydrolysé est déterminé. 
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Un déplacement du signal avec le méropénème non-hydrolysé pour l’ensemble des 

saignées n°4 des souris est observé sur la Figure 84. Plus le B/B0 (50 %) est faible et plus les 

anticorps polyclonaux sont considérés comme affins. Les valeurs obtenues pour les 

différentes saignées sont :  : 

- Souris Biozzi 4881 ; B/B0 (50 %) : 0,063 µg/mL ; 

- Souris Biozzi 5062 ; B/B0 (50 %) : 0,077 µg/mL ; 

- Souris Biozzi 5063 ; B/B0 (50 %) : 0,049 µg/mL ; 

- Souris Biozzi 5064 ; B/B0 (50 %) : 0,135 µg/mL. 

 

Au vu des résultats obtenus sur les saignées, les souris Biozzi 4881 et 5063 sont 

sélectionnées pour réaliser la fusion et obtenir des hybridomes.  

 

III.2.3. La sélection des hybridomes et la caractérisation des anticorps  

 

III.2.3.1. La sélection des hybridomes  

 

III.2.3.1.1. Le matériel et les méthodes 

 

L’obtention des hybridomes s’est faite selon le même protocole que celui utilisé pour 

l’obtention des anticorps anti-céfotaxime (voir II.2.3.1.1). Après sept à dix jours, les milieux 

de cultures des hybridomes sont récupérés et la sécrétion d’anticorps spécifiques est évaluée 

par les tests immuno-enzymatiques décrits précédemment.  

Pour effectuer les différents tests, les dilutions du carbapénème-biotine non-

hydrolysé et du carbapénème-biotine hydrolysé ont été fixées à 100 ng/ml. Les 

concentrations du méropénème non-hydrolysé et du méropénème hydrolysé pour la 

sélection des hybridomes est de 0,5 µg/mL (tests 3 et 4). 

Une pré-sélection de cent hybridomes est réalisée avec les tests 1 et 2. L’objectif est 

d’obtenir les plus fortes absorbances à DO414 nm pour le test 1 et les plus faibles voire 

inexistantes pour le test 2. Puis, les surnageants des cent hybridomes sont évalués, avec les 

tests 1 à 4, le but étant de sélectionner les vingt hybridomes présentant les signaux les plus 
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élevés pour ces tests 1 et 4, et les plus faibles (voire inexistants) pour les tests 2 et 3. Ces 

vingt hybridomes sont clonés par la méthode de dilution limite afin d’obtenir une lignée 

cellulaire pure, sécrétant un anticorps monoclonal issu d’un hybridome. Pour ce faire, une 

quantité connue de cellules est diluée dans un grand volume de culture et réparti sur une 

plaque 96 puits, avec pour but d’avoir une population homogène (résultats équivalents avec 

les différents tests immuno-enzymatiques).  

Les vingt anticorps monoclonaux obtenus, sont produits en grande quantité par 

culture in vitro en milieu RPMI + sérum de veau fœtal « Low IgG » 10 % (Gibco, Life 

Technologies). La purification s’effectue par chromatographie d’affinité à l’aide d’un appareil 

de chromatographie AKTA (AKTAxpress, GE Healthcare) et à des colonnes contenant de la 

protéine G greffée sur un gel (GE Healthcare). Chaque surnageant est injecté dans l’appareil 

de purification, puis un lavage avec du tampon phosphate de potassium 20 mM pH 7,4 est 

réalisé. Un tampon glycine 100 mM pH 2,5 est ajouté pour éluer les anticorps fixés sur les 

protéines G. L’appareil collecte les fractions en fonction de l’absorbance à DO280nm. Les 

fractions contenant l’anticorps purifié sont regroupées, puis dialysées en tampon phosphate 

de potassium 50 mM pH 7,4. Après dialyse, la concentration des anticorps monoclonaux est 

calculée à partir de l’absorbance des solutions à 280nm, 1 mg d’anticorps correspondant à 

1,4*DO280nm. Enfin, un gel SDS-Page à 13,4 % est réalisé pour déterminer la pureté des 

anticorps, en conditions non réduite et réduite.  

L’isotypage de l’anticorps monoclonal présent dans le milieu de culture est déterminé 

avec le kit « Pierce Rapid ELISA Mouse mAb Isotyping » (Thermo Fisher Scientific). 

 

III.2.3.1.2. Les résultats et l’interprétation  

 

Sur les 661 hybridomes obtenus, une première sélection a été réalisée avec les tests 

1 et 2 ; 47 hybridomes ont été sélectionnés avec une reconnaissance maximale pour le 

carbapénème-biotine non-hydrolysé et minimale pour le carbapénème-biotine hydrolysé. 

Les autres hybridomes n’ont pas donné de signal ou des signaux trop faibles. Une seconde 

sélection a été faite avec les tests 1, 2 3 et 4. Les vingt hybridomes correspondant aux 

surnageants pour lesquels les meilleurs déplacements de signal étaient obtenus avec le 
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méropénème non-hydrolysé et pas de déplacement de signal pour le méropénème 

hydrolysé sont sélectionnés.  

Après les étapes de clonage par la méthode des dilutions, les hybridomes ont été mis 

en culture pour produire ces anticorps. La pureté et l’isotypage de chaque anticorps ont été 

déterminés.  

 

III.2.3.2. L’évaluation de la spécificité 

 

III.2.3.2.1. Le matériel et les méthodes 

 

Pour évaluer la spécificité de chaque anticorps monoclonal, les tests 3 et 4 décrits 

précédemment sont réalisés, cette fois-ci, avec différentes concentrations de méropénème 

non-hydrolysé et hydrolysé, utilisés comme compétiteur. Pour déterminer les concentrations 

optimales en anticorps, les concentrations suivantes ont été testées : 1 000 ng/mL ; 300 

ng/mL ; 100 ng/mL ; 30 ng/mL ; 10 ng/mL ; 3 ng/mL ; avec le carbapénème-biotine non-

hydrolysé à une concentration de 100 ng/mL. La concentration en anticorps permettant 

l’obtention d’un signal à environ DO414 nm de 0,5 après une heure de révélation en absence 

de compétiteur, est sélectionnée. Les concentrations des compétiteurs utilisées sont les 

suivantes : 2 nmol/mL, 0,2 nmol/mL, 0,02 nmol/mL, 0,02 nmol/mL, 0,002 nmol/mL et 0 

nmol/mL.  

Les différents réactifs sont déposés en microplaque 96 puits, sur la paroi où du CAS a 

été préalablement immobilisé, à raison de 50 µL de marqueur (carbapénème-biotine non-

hydrolysé), de 50 µL de compétiteur (méropénème non hydrolysé ou hydrolysé) et de 50 µL 

de la solution d’anticorps. Après un lavage avec du tampon de lavage, 100 µL de 

streptavidine-acétylcholinestérase sont ajoutés pendant 1 heure à température ambiante et 

sous agitation. Après le lavage des puits avec du tampon de lavage, 200µL de réactif 

d’Ellmann sont déposés. La lecture de l’absorbance est effectuée après 1 heure d’incubation 

sous agitation, à DO414 nm au spectrophotomètre (Multiskan Ex, Thermo Fisher Scientific).  

Les graphiques obtenus par superposition des différentes courbes, sont 

f([Antibiotique]) = B/B0 (%). Pour rappel, le signal B0 correspond à l’absorbance obtenue en 
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absence de compétiteur (Absorbance maximale). Le signal B est l’absorbance obtenue 

lorsque le compétiteur et le marqueur sont compétition pour leur fixation sur les paratopes 

de l’anticorps. Le B/B0 (50 %) correspond au déplacement de 50 % du signal issu du 

marqueur, par le compétiteur (exemple de courbe rappelé en Figure 60). 

 

III.2.3.2.2. Les résultats et l’interprétation 

 

Pour une plus grande clarté, seuls les résultats obtenus pour quatre anticorps sont 

représentés. Les courbes de compétition avec le méropénème non-hydrolysé (trait plein) et 

celles avec le méropénème hydrolysé (trait pointillé) sont présentés sur la Figure 85. 
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Figure 85 : Les courbes de compétition avec le méropénème sur quatre anticorps. 

Protocole : En microplaques 96 puits où du CAS a été immobilisé préalablement, quatre anticorps monoclonaux 

sont mis en compétition avec 50 µL de carbapénème-biotine non-hydrolysé (100 ng/mL) et 50 µL de méropénème 

non-hydrolysé (trait plein) ou hydrolysé (trait pointillé) (différentes concentrations testées : 2 nmol/mL ; 0,2 

nmol/mL ; 0,02 nmol/mL ; 0,002 nmol/mL ; 0 nmol/mL). Pour chaque concentration de méropénème, le 

pourcentage de déplacement du carbapénème-biotine non-hydrolysé est déterminé. 

 

Les courbes de compétition sont relativement identiques avec le méropénème non-

hydrolysé. Les B/B0 (50 %) varient de 0,89 nmol/mL pour l’anticorps 1 à 4,95 nmol/mL pour 

l’anticorps 4. Pour ces quatre anticorps, aucun déplacement n’est observé avec le 

méropénème hydrolysé ce qui démontre la spécificité de ces anticorps vis-à-vis de la forme 

non-hydrolysée de l’antibiotique.  
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Sur la Figure 86, des courbes de compétition correspondant à deux anticorps 

possédant des spécificités différentes ont été représentées.  

Anticorps 5

0.002 0.02 0.2 2
0

20

40

60

80

100
Méropénème hydrolysé

Méropénème non-hydrolysé

Méropénème (nmol/mL)

B
/B

0
 (

%
)

 

0.002 0.02 0.2 2
0

20

40

60

80

100

Méropénème hydrolysé

Méropénème non-hydrolysé

Anticorps 6

Méropénème (nmol/mL)

B
/B

0
 (

%
)

  

Figure 86 : Les courbes de compétition avec le méropénème sur deux anticorps. 

Protocole : En microplaques 96 puits où du CAS a été immobilisé préalablement, deux anticorps obtenus sont mis 

en compétition avec 50 µL de carbapénème-biotine non-hydrolysé (100 ng/mL) et 50 µL de méropénème non-

hydrolysé ou hydrolysé (différentes concentrations : 2 nmol/mL ; 0,2 nmol/mL ; 0,02 nmol/mL ; 0,002 nmol/mL ; 

0 nmol/mL). Pour chaque concentration de méropénème, le pourcentage de déplacement du carbapénème-

biotine non-hydrolysé est déterminé. 

 

Contrairement à l’anticorps 6, l’anticorps 5 reconnait les deux formes de 

méropénème. Le résultat obtenu avec l’anticorps 5 (courbes similaires) est dû à une 

mauvaise reconnaissance de la forme non-hydrolysée plutôt qu’à une meilleure 

reconnaissance de la forme hydrolysée. Cela démontre la nécessité de réaliser ces tests de 

spécificité le plus tôt possible dans la sélection afin d’obtenir un maximum d’anticorps 

possédant les caractéristiques désirées.  
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Pour les vingt anticorps obtenus, les concentrations en B/B0 (50 %) avec le 

méropénème non-hydrolysé ainsi que les pourcentages de réactions croisées obtenus entre 

les deux formes de méropénème sont répertoriés dans le Tableau 23.   
 

Anticorps 

monoclonaux 

obtenus 

Concentrations en B/B0 (50 %) du 

méropénème non-hydrolysé 

(nmol/mL) 

Réactions croisées entre les 

deux formes de méropénème 

(%)  

Anticorps 1 0,89 Non déterminé 

Anticorps 2 1,13 Non déterminé 

Anticorps 3 3,48 Non déterminé 

Anticorps 4 4,95 Non déterminé 

Anticorps 5 1,64 12,21% 

Anticorps 6 0,45 Non déterminé 

Anticorps 7 0,55 Non déterminé 

Anticorps 8 1,63 Non déterminé 

Anticorps 9 1,09 0,49% 

Anticorps 10 0,73 Non déterminé 

Anticorps 11 13,39 Non déterminé 

Anticorps 12 0,51 0,14% 

Anticorps 13 9,31 Non déterminé 

Anticorps 14 6,80 1,71% 

Anticorps 15 0,76 Non déterminé 

Anticorps 16 0,62 Non déterminé 

Anticorps 17 0,89 Non déterminé 

Anticorps 18 0,82 Non déterminé 

Anticorps 19 1,17 Non déterminé 

Anticorps 20 3,74 0,93% 

Tableau 23 : Les pourcentages de réactions croisées des dix-neuf anticorps obtenus entre les 

deux formes de méropénème ainsi que les concentrations B/B0 (50 %) du méropénème non-

hydrolysé. 

Descriptif : Le B/B0 (50 %) correspond à la concentration en compétiteur où 50 % du signal issu du marqueur est 

déplacé par le compétiteur. Les pourcentages de réactions croisées sont déterminés de la manière suivante : pour 

une baisse de signal similaire, la concentration de méropénème non-hydrolysé est divisée par la concentration 

de méropénème hydrolysé, et ce résultat est multiplié par 100 pour être exprimé en pourcentage. Dans le cas où 

aucune baisse de signal n’a été observée pour le méropénème hydrolysé (même à la plus forte concentration), les 

réactions croisées n’ont pas pu être déterminées. 

 

Les concentrations en B/B0 (50 %) varient de 0,45 nmol/mL pour l’anticorps 6 à 13,39 

nmol/mL pour l’anticorps 11. De même, les réactions croisées entre les deux formes de 

méropénème sont très faibles, sauf pour l’anticorps 5 avec 12,21 % (mauvaise 

reconnaissance du méropénème non-hydrolysé) (Tableau 23). Dans le cas où aucune baisse 

de signal n’a été observée pour le méropénème hydrolysé (même à la plus forte 
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concentration), les réactions croisées n’ont pas pu être déterminées. Ainsi, la grande majorité 

des anticorps présente une bonne spécificité pour le méropénème non-hydrolysé.   

 

III.2.3.3. L’évaluation de l’affinité par l’OCTET 

 

III.2.3.3.1. Le matériel et les méthodes 

 

Comme pour les anticorps anti-céfotaxime, l’OCTET est utilisé pour évaluer l’affinité 

des anticorps vis-à-vis du carbapénème (voir II.2.3.3.1.). Pour chaque anticorps d’intérêt, le 

KD (kd/ka) est mesuré respectivement pour le carbapénème-biotine non-hydrolysé et le 

carbapénème-biotine hydrolysé. Plus le KD est faible, plus l’affinité de l’anticorps est forte. 

Pour ce faire, les deux molécules de carbapénème biotinylées ont été utilisées à 0,1 µg/mL 

avec des fibres optiques sur lesquelles a été immobilisée de la streptavidine (Sartorius). Une 

gamme de concentration pour chaque anticorps est réalisée : 100 nM ; 33,3 nM ; 11,1 nM ; 

3,7 nM ; 1,23 nM ; 0,41 nM ; 0,137 nM ; 0 nM. Chaque solution a été préparée dans le tampon 

OCTET. Les fibres doivent être immergées dans 200 µL de solution pour chaque étape du 

test, rappelée en Figure 87. 

 

Figure 87 : Les différentes étapes du test d’interférométrie pour évaluer l’affinité des anticorps 

pour l’antibiotique-biotine. 

Descriptif : Pour évaluer l’affinité des anticorps pour l’antibiotique-biotine par interférométrie, cinq étapes sont 

réalisées : 1- Définir une ligne de base : les fibres streptavidine sont plongées pendant 300 secondes dans du 

tampon OCTET (phosphate de potassium 0,1 M pH 7,4 + PVP 0,1 % + NaCl 0,15 M + Azide de sodium 0,01 % + 

Tween 20 0,02 %) ; 2- Former les complexes streptavidine-biotine-antibiotique : les fibres sont immergées 

pendant 600 secondes dans du tampon OCTET ; 3- Définir à nouveau une ligne de base : les fibres sont placées 

pendant 200 secondes dans du tampon OCTET ; 4- Association des anticorps avec l’antibiotique : les fibres sont 

plongées dans les solutions d’anticorps pendant 300 secondes afin de former les complexes 

anticorps/antibiotiques ; 5- Dissociation des complexes des anticorps : les fibres sont à nouveau plongées dans 

du tampon OCTET pendant 600 secondes afin de visualiser une dissociation du complexe antibiotique/anticorps.  
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Pour chaque concentration, le décalage de longueur d’onde est mesuré. Les valeurs 

de ce décalage permettent de calculer les kd et ka et donc le KD de l’anticorps vis-à-vis des 

deux formes de carbapénème-biotine.  

 

III.2.3.3.2. Les résultats et l’interprétation 

 

Les résultats obtenus à l’OCTET sur les différentes étapes du test sont présentés en 

Figure 88 pour l’anticorps 5 avec le carbapénème-biotine non-hydrolysé. 

 

Figure 88 : Le graphique obtenu en OCTET sur l’affinité du carbapénème-biotine non-

hydrolysé sur l’anticorps 5. 

Descriptif : Les graphiques obtenus sont constitués de différentes phases qui sont : 1- Une ligne de base pendant 

300 secondes effectuée dans le tampon ; 2- Une association entre le senseur streptavidine et le carbapénème-

biotine non-hydrolysé ou hydrolysée (concentration définie précédemment à 0,1 µg/mL) pendant 600 secondes. 

Chaque courbe correspond à une concentration d’anticorps ; 3- Une ligne de base pendant 200 secondes effectuée 

dans le tampon ; 4- Une association entre les anticorps et le carbapénème -biotine-streptavidine pendant 300 

secondes ; 5- Une dissociation des complexes anticorps/ carbapénème -biotine-streptavidine pendant 600 

secondes effectuée dans du tampon. L’association ou la dissociation sont mesurées par un décalage de longueur 

d’onde. Les courbes de couleur verte, violet claire, jaune, violet foncée, verte kaki, rose, noire et rouge 

correspondent respectivement aux concentrations d’anticorps à 100 nM, 33,3 nM, 11,1 nM, 3,7 nM, 1,23 nM, 0,41 

nM, 0,137 nM, 0 nM. 

 

Sur cette figure, aucun décalage de la longueur d’onde n’est observé au cours de la 

phase d’association ce qui traduit une absence de formation de complexes 

anticorps/antibiotique. Ce résultat a été également observé pour chaque anticorps et pour 

les deux formes de carbapénème-biotine.  

L’affinité des anticorps pour la molécule de carbapénème-biotine semble donc trop 

faible pour être visible sur l’OCTET, alors que les signaux obtenus en ELISA démontrent la 

formation de ces complexes. L’une des hypothèses émises est le temps de contact entre 
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l’anticorps et la molécule cible qui est relativement élevé en ELISA (plusieurs heures) et faible 

en OCTET (quelques minutes). Ainsi, une évaluation de la formation des complexes 

anticorps/antibiotiques au cours du temps a été réalisée en ELISA pour observer l’effet de la 

durée d’incubation. 

 

III.2.3.4. L’évaluation de la formation des complexes anticorps/antibiotique au cours du temps 

en ELISA 

 

III.2.3.4.1. Le matériel et les méthodes 

 

100 µL d’une solution de carbapénème-BSA, concentrée à 1 µg/mL dans du tampon 

phosphate de potassium 50 mM pH 7,4, ont été déposés dans l’ensemble des puits d’une 

plaque de microtitration. Après une incubation sur la nuit, les plaques ont été saturées à 

l’aide du tampon EIA-PVP. Après lavage des plaques en tampon de lavage, 100 µL de chacun 

des anticorps à 1 µg/mL dans du tampon EIA-PVP ont été déposés à des temps différents : 

4 heures, 3 heures, 2 heures, 1 heure, 30 minutes, 15 minutes, 5 minutes et 0 minute. Ces 

incubations ont été réalisées à température ambiante sous agitation. 

Une fois toutes les durées d’incubation atteintes, deux lavages successifs dans du 

tampon de lavage sont réalisés et des anticorps CAS couplés à de l’acétylcholinestérase ont 

été ajoutés à 2 UE/mL pendant 1 heure à température ambiante sous agitation. Puis, les 

plaques sont lavées en tampon de lavage et le réactif d’Ellmann est déposé pour la 

révélation. Ces dernières sont lues à DO414 nm après 1 heure d’incubation. 

 

III.2.3.4.2. Les résultats et l’interprétation 

 

La représentation graphique de l’absorbance à DO414 nm en fonction du temps 

d’incubation entre le carbapénème-BSA et l’anticorps est en Figure 89. Pour une plus grande 

clarté, les résultats obtenus pour cinq anticorps sur les vingt anticorps anti-carbapénème 

obtenus, sont représentés. 
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Figure 89 : L’évaluation de la capacité de fixation de cinq anticorps sur le carbapénème-BSA 

au cours du temps. 

Protocole : 100 µL d’une solution de carbapénème-BSA (1 µg/mL) ont été immobilisés au fond des puits d’une 

microplaque 96 puits. Puis, pour cinq anticorps monoclonaux (concentrés à 1 µg/mL), 100 µL sont respectivement 

mis en contact avec du carbapénème-BSA pour plusieurs temps d’incubation : 0 minutes, 5 minutes, 15 minutes, 

30 minutes, 1 heure, 2 heures, 3 heures et 4 heures. A l’issue de chaque incubation, la plaque est lavée et de 

l’anticorps CAS couplé à la streptavidine-acétylcholinestérase est déposé, puis incubé pendant 1 heure à 

température ambiante. Après lavage, du réactif d’Ellmann (DTNB + acétylthiocholine iodide) est ajouté. Les 

plaques sont lues à DO414 nm au bout de 1 heure. L’intensité des signaux obtenus lors de ce test est proportionnelle 

à la quantité d’anticorps fixés sur le carbapénème-BSA ; (CAS : anticorps polyclonaux de chèvre anti-

immunoglobulines de souris ; DTNB : acide 5,5-dithio-bis-(2-nitrobenzoïque)). 

 

Malgré des signaux faibles à DO414 nm à 0 minute, une reconnaissance du 

carbapénème-BSA par les anticorps est visible. Par exemple, l’anticorps 5 affiche une DO414nm 

de 0,3 à 0 minute pour atteindre une DO414 nm de 1,35 à 30 minutes. Ainsi, contrairement à 

ce que semblait montrer les résultats en OCTET, une formation de complexe 

anticorps/antibiotique se produit dès la mise en contact des deux partenaires. Au vu de ces 

résultats, le développement d’un test LFIA est initialisé.  

 

III.2.4. Le développement du test immunochromatographique par flux latéral 

 

Pour rappel, les bandelettes de LFIA sont composées de trois zones distinctes, fixées 

sur un support plastifié. La zone 1 est une zone de dépôt de l’échantillon. Cette dernière est 

souvent constituée de deux parties, une partie pour le dépôt de l’échantillon et une partie 

sur laquelle a été déposé et séché l’anticorps marqué. La zone 2 est une zone (MbN) où sont 

déposées une ou plusieurs lignes d’anticorps : la LT (cible recherchée) et la LC (anticorps 
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dirigés contre les anticorps marqués). La zone 3 est une zone d’absorption qui favorise la 

migration de l’échantillon à travers la bandelette (diffusion par capillarité).  

Ces trois zones sont préalablement assemblées sur le support plastifié avant de 

découper des bandelettes de 0,5 cm de large à l’aide d’une guillotine automatique et 

assembler en cassette plastique. 

 

III.2.4.1. Le matériel et les méthodes 

 

Du fait de la faible taille des antibiotiques, le LFIA par compétition est employée. Pour 

le développement de ce test et au vu des résultats précédents, un premier test est réalisé 

sur les vingt anticorps obtenus. Ainsi, tous les anticorps sont couplés à l’or colloïdal et utilisés 

à l’absorbance DO530 nm de 8 (absorbance initiale après couplage). Pour le carbapénème-BSA 

non-hydrolysé sur la LT, la concentration employée est, par défaut, de 1 mg/mL. Aucun 

antibiotique n’est utilisé dans l’échantillon car l’objectif est de savoir s’il y a bien une fixation 

de l’anticorps marqué sur le carbapénème-BSA présent en LT. Une LC est réalisée pour 

s’assurer de la bonne migration des anticorps marqués avec des anticorps CAS concentrés à 

0,5 mg/mL (pour la préparation des bandelettes, voir II.3.1). 

Pour lancer un test, 10 µL d’anticorps marqué sous forme liquide ont été ajoutés à 

100 µL de tampon de migration dans un puits de plaque de microtitration. La bandelette est 

déposée ensuite dans le puits. Après 15 minutes de migration, la lecture du résultat est 

effectuée à l’œil nu. Une valeur numérique à l’aide d’une carte comportant une échelle de 

couleur permet de juger de l’intensité de la ligne, allant de 1 (négatif) à 10. A partir d’une 

intensité de 3,5, le résultat est considéré comme positif. 

 

III.2.4.2. Les résultats et l’interprétation 

 

Les résultats des LT et LC des vingt anticorps utilisés en tant qu’anticorps marqués 

sont présentés dans le Tableau 24.  
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DO530 nm utilisée : 8 Intensité du signal 

Lignes Test : 1,0 mg/mL carbapénème-BSA Contrôle : 0,5 mg/mL CAS 

Anticorps 1 1 9 

Anticorps 2 1 8 

Anticorps 3 1 8 

Anticorps 4 1 8 

Anticorps 5 1 8 

Anticorps 6 1 7 

Anticorps 7 1 8 

Anticorps 8 1 8 

Anticorps 9 1 8 

Anticorps 10 1 7 

Anticorps 11 1 8 

Anticorps 12 1 7 

Anticorps 13 1 8 

Anticorps 14 1 9 

Anticorps 15 1 8 

Anticorps 16 1 7 

Anticorps 17 1 8 

Anticorps 18 1 8 

Anticorps 19 1 8 

Anticorps 20 1 8 

Tableau 24 : L’évaluation de la capacité de fixation des anticorps sur le carbapénème-BSA 

présent en LT sur une bandelette (état liquide, migration verticale). 

Protocole : Dans une microplaque 96 puits, 10 µL d’anticorps marqué (DO530 nm : 8) sous forme liquide ont été 

ajoutés à 100 µL de tampon de migration. Puis, une bandelette (ligne test : carbapénème-BSA à 1 mg/mL) est 

déposée dans le puits et une migration de 15 minutes est réalisée pour que l’échantillon migre à travers la 

bandelette. Ensuite, une échelle d’intensité de couleur est utilisée pour évaluer et comparer les signaux obtenus 

sur les bandelettes. Cette échelle a été définie de 1 à 10, où chaque valeur est caractéristique d’une intensité de 

signal croissante. A partir d’une intensité de 3,5, le résultat est considéré comme positif. 

 

Pour l’ensemble des anticorps testés, aucun signal n’est visible sur la LT. La même 

opération a été réalisée en doublant la concentration du carbapénème-BSA sur la LT et en 

doublant l’absorbance DO530 nm des anticorps marqués mais les résultats obtenus sont 

identiques. L’une des hypothèses est la non-reconnaissance du carbapénème-BSA par les 

anticorps marqués lors de leur passage au niveau de la LT au cours de la migration de 

l’échantillon à travers la bandelette. 

 

III.2.5. La discussion 

 

Cette première production et sélection ont permis d’obtenir vingt anticorps 

monoclonaux capables de reconnaitre le méropénème comme l’ont démontrées les 

différentes courbes de déplacement obtenues avec cette molécule. De plus, ces mêmes 
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courbes de déplacement ont également montré que certains de ces anticorps avait la 

capacité de différencier la forme non-hydrolysée de la forme hydrolysée du méropénème.  

Néanmoins, dans un premier temps, lors de l’évaluation de l’affinité de ces anticorps 

par l’OCTET, aucune constante d’association et de dissociation n’ont pu être déterminées car 

les données n’indiquaient pas de fixation de l’anticorps sur le carbapénème-biotine. Dans 

un second temps, lors de l’évaluation de la formation des complexes anticorps/antibiotiques 

au cours du temps en ELISA, il a été montré que les anticorps fixaient le carbapénème-BSA 

même avec un temps d’incubation < 1 minute, et que le nombre de complexes formés 

augmentait avec le temps. Pour analyser ces résultats, il est important de prendre en compte 

que les quantités de carbapénème employées sont bien supérieures en ELISA (0,1 µg de 

carbapénème-BSA, où plusieurs carbapénèmes sont fixés par BSA) qu’en OCTET (0,02 µg de 

carbapénème-biotine). Ainsi, il a été mis en évidence que les affinités de ces anticorps pour 

le carbapénème-BSA ne sont pas suffisantes pour être mesurées en OCTET, mais assez pour 

obtenir un signal en ELISA. Le choix de tester ces anticorps en test LFIA a donc été fait.  

Les résultats obtenus en test LFIA ont montré que les anticorps marqués ne se fixaient 

pas sur le carbapénème-BSA de la LT au cours de la migration. Ainsi, ces résultats semblent 

confirmer ceux obtenus en OCTET lors de l’évaluation de l’affinité des anticorps.  

L’hypothèse mise en avant ici est un manque d’affinité des anticorps pour le 

carbapénème-BSA. Lors de la sélection des anticorps, il avait été choisi d’utiliser un 

carbapénème-biotine (réaction –NHS et –NH3) en utilisant une fonction réactive différente 

de celle utilisée pour produire l’immunogène (réaction alcyne et azido) afin d’éviter la 

sélection d’anticorps reconnaissants l’antibiotique ainsi que la fonction créée par la réaction 

de l’alcyne avec l’azido. Cette stratégie a eu pour effet de sélectionner les anticorps 

reconnaissant une structure de petite taille (structure commune au carbapénème-biotine et 

à l’immunogène) comme montré en Figure 90. La taille de cette structure n’est probablement 

pas suffisante pour permettre un nombre d’interaction suffisant pour obtenir une bonne 

affinité. 
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Figure 90 : La structure commune entre le carbapénème-biotine et l’immunogène. 

 

Afin de confirmer notre hypothèse, une deuxième fusion est réalisée avec les 

splénocytes des deux souris restantes (souris Biozzi 5062 et Biozzi 5064). Pour sélectionner 

les hybridomes, un nouveau marqueur carbapénème-biotine, synthétisé par réaction du 

carbapénème-alcyne avec une biotine-azide, a été utilisé. Ainsi, la taille de la structure 

commune entre l’immunogène et le traceur est plus importante car elle comporte également 

le cycle 1,5-thiazole (réaction entre l’alcyne et l’azido).  

 

III.3. L’obtention des anticorps monoclonaux : seconde sélection  

 

Pour réaliser cette seconde sélection sur les deux dernières souris Biozzi, trois 

principales étapes sont nécessaires :  

- Purifier les différentes formes de carbapénèmes marquées ayant pour but in fine de 

sélectionner les anticorps d’intérêt issus des hybridomes. Comme compétiteur, le 

méropénème est toujours utilisé ; 

- Suivre la réponse immunitaire chez les deux souris restantes ayant reçues 

l’immunogène pour observer l’influence du changement de carbapénème-biotine et 

également pour initier la fusion ; 

- Sélectionner les hybridomes produisant les anticorps monoclonaux ayant un 

maximum de reconnaissance pour la forme non-hydrolysée et un minimum de 

reconnaissance pour la forme hydrolysée du méropénème et caractériser les 

anticorps selon leur spécificité, leur affinité. 
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III.3.1. La purification des deux formes d’antibiotiques marquées et non marquées 

 

III.3.1.1. Le matériel et les méthodes 

 

L’immunogène utilisé est le même que celui utilisé lors des immunisations. Un rappel 

d’immunisation est réalisé avec les deux souris restantes (souris biozzi 5062 et biozzi 5064) 

afin de re-stimuler leur système immunitaire et ainsi augmenter le pourcentage de 

splénocytes secrétant des anticorps anti-immunogène.  

Pour cette seconde sélection, le nouveau carbapénème-biotine non hydrolysé a été 

obtenu par couplage du carbapénème-alcyne avec de la Biotine-dPEG®7-azide. Dans ce 

cas, cette molécule marquée permet la sélection des anticorps reconnaissant le 

carbapénème avec le cycle 1,5-triazole.  

Pour ce faire, 1 mg du carbapénème-alcyne est solubilisé dans 0,9 mL de tampon 

phosphate de potassium 50 mM pH 7,4. En parallèle, du sulfate de cuivre (1,36 mg, 8,48.10-

6 mol, 1 équivalent/carbapénème-alcyne) et du TBTA (2,25 mg, 4,24.10-6 mol, 1 

équivalent/carbapénème-alcyne) sont dissous dans 50 µL de tampon phosphate de 

potassium 50 mM pH 7.4. Le carbapénème-alcyne est ajouté au sulfate de cuivre et au TBTA. 

Puis, la Biotine-dPEG®7-azide (13,16 mg, 2,12.10-5 mol, 5 équivalents/carbapénème-alcyne) 

est pesée et dissoute dans 50 µL de DMF pour être ajoutée au carbapénème-alcyne. Enfin, 

de l’acide ascorbique (1 mg, 4,24.10-6 mol, 1 équivalent/carbapénème-alcyne) est ajouté au 

mélange. Ce dernier permet de déclencher la réaction entre la fonction alcyne du 

carbapénème et la fonction azoture de la biotine-dPEG®7-azide pour former un cycle 1,5-

triazole entre les deux molécules. Une incubation de 60 minutes à température ambiante 

sous agitation est réalisée. Un changement de couleur vers l’orange est synonyme de 

réaction terminée. Le produit résultant est purifié par chromatographie en phase inverse sur 

un gradient eau/acétonitrile de 0 à 80 % sur un appareil de chromatographie AKTA (AKTA 

Purifier, GE Healthcare). La mesure de l’absorbance à 300 nm est représentative du cycle β-

lactame. En cas d’hydrolyse de la β-lactamine, une perte d’absorbance est visible. Le poids 

moléculaire est vérifié par chromatographie liquide couplée à la SM (Q-Exactive, Thermo 

Fisher Scientific) où un cycle de séparation de 15 minutes sur colonne C18 est réalisé. Puis, 
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l'échantillon est ionisé à l’aide d’une source électrospray et les ions sont séparés en fonction 

de leur ratio masse/charge au sein du quadripôle (Figure 91). Le carbapénème-biotine 

hydrolysé est obtenu par réaction enzymatique avec des billes couplées à KPC-2, comme 

décrit précédemment (voir II.2.1.1.). Le produit a été purifié et son poids moléculaire vérifié 

(Figure 91). 

Le méropénème non-hydrolysé et le méropénème hydrolysé, obtenus 

précédemment, ont été réutilisés pour cette nouvelle sélection (Figure 91). 
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Figure 91 : Les différentes structures utilisées pour la sélection et la caractérisation des 

anticorps anti-carbapénème. 

 

III.3.1.2. Les résultats et l’interprétation 

 

Pour le carbapénème-biotine non-hydrolysé, la forme non-hydrolysée est apparue à 

18,9 % d’acétonitrile (Figure 92) avec une masse moléculaire en SM de 916,21 Da.  
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Figure 92 : Le profil d’élution du carbapénème-biotine non-hydrolysé en phase inverse. 

Protocole : Le carbapénème-biotine non-hydrolysé a été purifié par chromatographie en phase inverse sur un 

gradient eau/acétonitrile (0 à 80 %) sur une colonne C18. Le volume d’injection sur la colonne est de 2 mL. Le 

poids moléculaire est vérifié par chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse où un cycle de 

séparation de 15 minutes sur colonne C18 est réalisé. Puis, l'échantillon est ionisé à l’aide d’une source 

électrospray et les ions sont séparés en fonction de leur ratio masse/charge au sein du quadripôle. Pour le 

carbapénème-biotine non-hydrolysé, le pic d’intérêt est à 18,9 %. 

 

La quantité obtenue après l’étape de purification était trop faible pour effectuer 

l’hydrolyse du carbapénème-biotine. De plus, un nouveau couplage n’a pas pu être réalisé 

car la quantité restante en carbapénème-alcyne au laboratoire était insuffisante. De ce fait, 

l’ensemble de la sélection s’effectuera avec le carbapénème-biotine sous la forme non-

hydrolysée, le méropénème non-hydrolysé et le méropénème hydrolysé. 

 

III.3.2. Le suivi de la réponse immunitaire sur les souris 

 

III.3.2.1. Le matériel et les méthodes 

 

A partir des saignées obtenues précédemment avec l’immunogène carbapénème-

BSA, les anticorps spécifiques du carbapénème sont dosés par réaction immuno-

enzymatique en utilisant le nouveau carbapénème-biotine.  

Pour ce faire, à partir de microplaques 96 puits où du CAS a été immobilisé et saturé, 

les plaques sont lavées en tampon de lavage. Les prélèvements sanguins sont dilués en 

tampon EIA-PVP à raison de dilutions aux 1/100ième ; 1/1 000ième ; 1/10 000ième ; 1/100 000ième. 
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A l’issue de l’incubation sur la nuit, 2*3 lavages en tampon de lavage sont réalisés puis 100 

µL de streptavidine-acétylcholinestérase sont déposés et incubés pendant 1 heure à 

température ambiante. Après 2*5 lavages en tampon de lavage, 200 µL du réactif d’Ellmann 

sont ajoutés. Les plaques sont lues à DO414 nm après 30 minutes et 1 heure d’incubation. 

L’intensité des signaux obtenus lors de ce test est proportionnelle à la quantité d’anticorps 

spécifiques du carbapénème non-hydrolysé. 

Pour la sélection des anticorps et l’évaluation de la spécificité de ces mêmes anticorps, 

les tests décrits pour les sélections précédentes sont utilisés (voir II.2.3.).  

 

III.3.2.2. Les résultats et l’interprétation 

 

Comme précédemment, la dilution optimale à utiliser pour le carbapénème-biotine 

non-hydrolysé est définie. Les concentrations suivantes ont été testées : 250 ng/ml ; 25 

ng/ml et 2,5 ng/ml. La concentration la plus faible et non limitante en terme de signal est 

2,5 ng/ml.  

Puis, à partir des différentes saignées, un dosage est réalisé sur chacune d’entre elles 

avec le test 1. Après 1 heure de révélation avec le réactif d’Ellmann, les plaques sont lues et 

les résultats obtenus sont présentés en Figure 93. 
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Figure 93 : Le suivi des réponses immunitaires sur les saignées des souris immunisées avec du 

carbapénème-BSA avec le nouveau carbapénème-biotine non-hydrolysé. 

Protocole : Les prélèvements sanguins sont dilués aux 1/100ième ; 1/1 000ième ; 1/10 000ième ; 1/100 000ième. Sur les 

plaques où du CAS a été immobilisé, 50 µL de chaque dilution sont déposés en double sur une plaque de 

microtitration, et 50 µl de carbapénème-biotine non-hydrolysé (2,5 ng/ml) sont déposés dans chacun des puits. 

L’incubation est faite sur une nuit à 4°C. Puis, la révélation des puits à l’aide de la streptavidine-

acétylcholinestérase et du réactif d’Ellmann est réalisée. L’absorbance à DO414 nm est lue à 1 heure d’incubation 

(CAS : anticorps polyclonaux de chèvre anti-immunoglobulines de souris). 
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Pour les deux souris, l’apparition d’anticorps spécifiques est observée dès la saignée 

n°2. Ces signaux augmentent au cours du protocole d’immunisation. Les plus élevés 

correspondent à la dilution au 1/10 000ième des saignées n°3 et n°4. Dans la Figure 94, une 

comparaison des courbes obtenues avec les deux marqueurs carbapénème-biotine non-

hydrolysé et les différentes saignées est réalisée.  
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     Ancien carbapénème-biotine non-hydrolysé              Nouveau carbapénème-biotine non-hydrolysé 

Figure 94 : La comparaison des réponses immunitaires sur les saignées des souris 

immunisées avec du carbapénème-BSA, avec l’ancien et le nouveau carbapénème-biotine 

non-hydrolysé. 

Protocole : Les prélèvements sanguins sont dilués aux 1/100ième ; 1/1 000ième ; 1/10 000ième ; 1/100 000ième. Sur les 

plaques où du CAS a été immobilisé, 50 µL de chaque dilution sont déposés en double sur une plaque de 

microtitration, et 50 µL de carbapénème-biotine non-hydrolysé (ancien ou nouveau marqueur) (respectivement 

100 ng/m et 2,5 ng/mL) sont déposés dans chacun des puits. L’incubation est faite sur une nuit à 4°C. Puis, la 

révélation des puits à l’aide de la streptavidine-acétylcholinestérase et du réactif d’Ellmann est réalisée. 

L’absorbance à DO414 nm est lue à 1 heure d’incubation (CAS : anticorps polyclonaux de chèvre anti-

immunoglobulines de souris). 

 

Il est à noter que sur la Figure 94, les signaux maximums sont plus élevés avec le 

nouveau marqueur et que ces signaux sont obtenus pour des dilutions plus élevées de ces 

saignées. Cela démontre que les anticorps spécifiques du nouveau marqueur sont en 

proportion et en quantité absolue plus importantes que les anticorps spécifiques de l’ancien 
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marqueur. Ainsi, comme attendu, l’augmentation de la taille de la structure commune entre 

l’immunogène et le carbapénème-biotine (Figure 95) permet de détecter une plus grande 

population d’anticorps, ce qui permettra possiblement de sélectionner des anticorps avec 

une plus grande affinité.   

 

Figure 95 : La structure commune entre le nouveau marqueur et l’immunogène. 

 

III.3.3. La caractérisation des saignées avec le nouveau marqueur 

 

III.3.3.1. Le matériel et les méthodes 

 

Pour compléter ces données, des compétitions en ELISA sont réalisées sur les 

différentes saignées. Comme précédemment, la dilution en carbapénème-biotine non-

hydrolysé et la dilution des saignées n°4 sont optimisées. Les conditions sélectionnées sont 

les suivantes : 

- Souris Biozzi 5062 ; Saignée n°4 : 1/100 000 – Carbapénème-biotine non-hydrolysé : 

2,5 ng/mL ; 

- Souris Biozzi 5064 ; Saignée n°4 : 1/100 000 – Carbapénème-biotine non-hydrolysé : 

2,5 ng/mL. 

 

Ensuite, le test 3 est réalisé pour chaque saignée n°4. Pour la compétition avec le 

méropénème non hydrolysé, la gamme de concentration est : 1 000 ng/mL ; 100 ng/mL ; 10 

ng/mL ; 1 ng/mL ; 0 ng/mL.  
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III.3.3.2. Les résultats et l’interprétation 

 

Les résultats des courbes de compétitions avec le méropénème sur les saignées des 

souris sont représentés en Figure 96. 
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Figure 96 : Les courbes de compétition avec le méropénème sur les saignées des souris 

immunisées avec du carbapénème-BSA. 

Protocole : En microplaques 96 puits où du CAS a été immobilisé préalablement, 50 µL d’anticorps du dernier 

prélèvement sanguin de chaque souris sont mis en compétition avec 50 µL de carbapénème-biotine non-

hydrolysé (2,5 ng/mL) et 50 µL de méropénème non-hydrolysé (différentes concentrations testées : 1 000 ng/mL ; 

100 ng/mL ; 10 ng/mL ; 1 ng/mL ; 0 ng/mL. Pour chaque concentration de méropénème non-hydrolysé, le 

pourcentage de déplacement du signal du carbapénème-biotine non-hydrolysé est déterminé. 

 

Les courbes de compétitions présentées ci-dessus indiquent de bons déplacements 

du nouveau carbapénème-biotine non-hydrolysé par le méropénème non-hydrolysé : 

- Souris Biozzi 5062 ; B/B0 (50 %) : 0,041 µg/mL ; 

- Souris Biozzi 5064 ; B/B0 (50 %) : 0,052 µg/mL. 

 

Avec l’ancien marqueur et les mêmes saignées, les B/B0 (50 %) étaient obtenus avec des 

concentrations légèrement plus élevées de méropénème non-hydrolysé : 

- Souris Biozzi 5062 ; B/B0 (50 %) : 0,077 µg/mL ; 

- Souris Biozzi 5064 ; B/B0 (50 %) : 0,135 µg/mL. 

 

Les déplacements étant similaires entre les deux souris Biozzi, ces deux souris sont 

sélectionnées pour réaliser la fusion et obtenir des hybridomes.  
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III.3.4. La sélection des hybridomes et caractérisation des anticorps  

 

III.3.4.1. La sélection des hybridomes  

 

III.3.4.1.1. Le matériel et les méthodes 

 

Comme précédemment, les rates sont récupérées pour être broyées. Une fois 

l’hybridation entre les splénocytes et les cellules NS-1 réalisée (voir II.2.3.1.1.), et après 

prolifération sur plusieurs jours, les milieux de cultures des hybridomes sont récupérés et la 

sécrétion d’anticorps spécifiques est évaluée par les tests immuno-enzymatiques décrits 

précédemment.  

Après ré-évaluation pour effectuer les différents tests, la concentration du nouveau 

carbapénème-biotine non-hydrolysé a été fixée à 25 ng/ml. Cette augmentation de la 

concentration est sans doute dûe à une dégradation partielle de la molécule. Les 

concentrations du méropénème non-hydrolysé et du méropénème hydrolysé pour évaluer 

la spécificité des anticorps produits par les hybridomes est de 0,5 µg/mL. 

De même, une pré-sélection sur cent hybridomes est réalisée avec les tests 1, 3 et 4. 

Le carbapénème-biotine hydrolysé n’ayant pas été produit, le test 2 classiquement utilisé n’a 

pas été réalisé. L’objectif est d’obtenir les plus fortes absorbances à DO414 nm pour les tests 

1 et 3, et les plus faibles (voire inexistantes) pour le test 4. Puis, les surnageants des cent 

hybridomes sont évalués, avec les tests 1, 3 et 4, le but étant de sélectionner les vingt 

hybridomes présentant toujours les signaux les plus élevés pour ces tests 1 et 4, et les plus 

faibles (voire inexistants) pour le test 3. Ces vingt hybridomes sont clonés par la méthode de 

dilution limite. Les vingt anticorps monoclonaux obtenus sont produits en grande quantité 

par culture in vitro. La purification est réalisée suivant le protocole habituel (voir II.2.3.1.1.). 

 

III.3.4.1.2. Les résultats et l’interprétation  

 

Sur les 132 hybridomes obtenus après fusion, dix-neuf ont été sélectionnés avec les 

différents tests, où les meilleurs déplacements de signal étaient obtenus avec le 
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méropénème non-hydrolysé et pas de déplacement de signal pour le méropénème 

hydrolysé.  

Après les étapes de clonage, les hybridomes ont été mis en culture pour produire et 

purifier les anticorps. La pureté et l’isotypage de chaque anticorps ont été déterminés. 

 

III.3.4.2. L’évaluation de la spécificité 

 

III.3.4.2.1. Le matériel et les méthodes 

 

Dans un premier temps, afin de définir les quantités limitantes en molécule marquée 

et en anticorps, les concentrations suivantes ont été testées pour chaque anticorps : 1 000 

ng/mL ; 300 ng/mL ; 100 ng/mL ; 30 ng/mL ; 10 ng/mL ; 3 ng/mL ; avec le carbapénème-

biotine à une concentration de 5 ng/ml (optimisation de la concentration pour l’évaluation 

de la spécificité). La dilution permettant l’obtention d’un signal d’environ 0,5 à DO414 nm après 

une heure d’incubation avec le réactif d’Ellman est sélectionnée. Pour évaluer la spécificité 

de chaque anticorps monoclonal, les tests 3 et 4 décrits précédemment sont réalisés, cette 

fois-ci, avec différentes concentrations de méropénème non-hydrolysé et hydrolysé en tant 

que compétiteur : 0,2 nmol/mL, 0,02 nmol/mL, 0,002 nmol/mL, 0,0002 nmol/mL et 0 

nmol/ml.  

Les différents réactifs sont déposés en microplaque 96 puits, sur la paroi où du CAS a 

été préalablement immobilisé, à raison de 50 µL de marqueur (carbapénème-biotine non-

hydrolysé), de 50 µL de compétiteur (méropénème non hydrolysé ou hydrolysé) et de 50 µL 

de la solution d’anticorps. Après un lavage avec du tampon de lavage, 100 µL de 

streptavidine-acétylcholinestérase sont ajoutés pendant une heure à température ambiante 

et sous agitation. Après le lavage des puits avec du tampon de lavage, 200µL de réactif 

d’Ellmann sont déposés. La lecture de l’absorbance est effectuée après 1 heure d’incubation 

sous agitation à DO414 nm au spectrophotomètre (Multiskan Ex, Thermo Fisher Scientific).  

Les graphiques obtenus par superposition des différentes courbes, sont 

f([Antibiotique]) = B/B0 (%). Pour rappel, le signal B0 correspond à l’absorbance obtenue en 

absence de compétiteur (Absorbance maximale). Le signal B est l’absorbance obtenue 
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lorsque le compétiteur et le marqueur sont compétition pour leur fixation sur les paratopes 

de l’anticorps. Le B/B0 (50 %) correspond au déplacement de 50 % du signal issu du 

marqueur, par le compétiteur (exemple de courbe en Figure 60). 

 

III.3.4.2.2. Les résultats et l’interprétation 

 

Plusieurs profils de courbes de compétition ont été obtenus à partir des dix-neuf 

anticorps sélectionnés. Pour plus de clarté, seules les courbes obtenues pour quatre 

anticorps ont été représentées sur la Figure 97, avec le méropénème non-hydrolysé (trait 

plein) et le méropénème hydrolysé (trait pointillé).  
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Figure 97 : Les courbes de compétition avec le méropénème sur quatre anticorps. 

Protocole : En microplaques 96 puits où du CAS a été immobilisé préalablement, quatre anticorps monoclonaux 

sont mis en compétition avec 50 µL carbapénème-biotine non-hydrolysé (5 ng/mL) et 50 µL de méropénème non-

hydrolysé ou hydrolysé (différentes concentrations testées : 0,2 nmol/mL ; 0,02 nmol/mL ; 0,002 nmol/mL ; 0,0002 

nmol/mL). Pour chaque concentration de méropénème, le pourcentage de déplacement du signal du 

carbapénème-biotine non-hydrolysé est déterminé. 

 

Les courbes de compétition observées sont similaires pour les quatre anticorps pour 

le méropénème hydrolysé ou non. Les B/B0 (50 %) varient de 0,072 nmol/mL pour l’anticorps 

1 à 0,039 nmol/mL pour l’anticorps 2 avec le méropénème non-hydrolysé. Pour ces quatre 

anticorps, aucun déplacement du signal n’est observé en présence du méropénème 

hydrolysée. Les concentrations en B/B0 (50 %) avec le méropénème non-hydrolysé ainsi que 

les pourcentages de réactions croisées des dix-neuf anticorps obtenus entre les deux formes 

de méropénème sont répertoriés dans le Tableau 25.  
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Anticorps 

monoclonaux 

obtenus 

Concentrations en B/B0 (50 %) du 

méropénème non-hydrolysé 

(nmol/mL) 

Réactions croisées entre les 

deux formes de méropénème 

(%)  

Anticorps 1 0,055 Non déterminé 

Anticorps 2 0,023 Non déterminé 

Anticorps 3 0,050 Non déterminé 

Anticorps 4 0,026 Non déterminé 

Anticorps 5 0,62 40,17% 

Anticorps 6 0,12 Non déterminé 

Anticorps 7 0,11 Non déterminé 

Anticorps 8 5,30 Non déterminé 

Anticorps 9 0,12 14,89% 

Anticorps 10 0,13 Non déterminé 

Anticorps 11 0,12 Non déterminé 

Anticorps 12 0,28 Non déterminé 

Anticorps 13 0,089 Non déterminé 

Anticorps 14 0,095 Non déterminé 

Anticorps 15 0,070 Non déterminé 

Anticorps 16 0,076 Non déterminé 

Anticorps 17 0,089 Non déterminé 

Anticorps 18 0,28 Non déterminé 

Anticorps 19 0,23 Non déterminé 

Tableau 25 : Les pourcentages de réactions croisées des 19 anticorps obtenus entre les deux 

formes de méropénème ainsi que les concentrations B/B0 (50 %) du méropénème non-

hydrolysé. 

Descriptif : Le B/B0 (50 %) correspond à la concentration en compétiteur où 50 % du signal issu du marqueur est 

déplacé par le compétiteur. Les pourcentages de réactions croisées sont déterminés de la manière suivante : pour 

une baisse de signal similaire, la concentration de méropénème non-hydrolysé est divisée par la concentration 

de méropénème hydrolysé, et ce résultat est multiplié par 100 pour être exprimé en pourcentage. Dans le cas où 

aucune baisse de signal n’a été observée pour le méropénème hydrolysé (même à la plus forte concentration), les 

réactions croisées n’ont pas pu être déterminées.  

 

Les concentrations en B/B0 (50 %) varient de 0,023 nmol/mL pour les anticorps 2 à 

5,30 nmol/mL pour l’anticorps 8. De même, les réactions croisées entre les deux formes de 

méropénème sont très faibles, sauf pour les anticorps 5 et 9, avec respectivement 40,17 % 

et 14,89 % (mauvaise reconnaissance du méropénème non-hydrolysé) (Tableau 25). Dans le 

cas où aucune baisse de signal n’a été observée pour le méropénème hydrolysé (même à la 

plus forte concentration), les réactions croisées n’ont pas pu être déterminées. Ainsi, la 

grande majorité des anticorps présente une bonne spécificité pour le méropénème non-

hydrolysé.   
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III.3.4.3. L’évaluation de l’affinité par l’OCTET 

 

III.3.4.3.1. Le matériel et les méthodes 

 

Pour évaluer l’affinité des anticorps vis-à-vis du carbapénème, la technologie de 

l’interférométrie a été de nouveau utilisée (OCTET Red 96, Pall) (voir II.2.3.3.1.). Le 

carbapénème-biotine est utilisé à 0,1 µg/mL avec des fibres de streptavidine (Sartorius). Une 

gamme de concentration pour chaque anticorps est réalisée : 100 nM ; 33,3 nM ; 11,1 nM ; 

3,7 nM ; 1,23 nM ; 0,41 nM ; 0,137 nM ; 0 nM. Chaque solution est préparée dans le tampon 

OCTET. Les senseurs doivent être immergés dans 200 µL de solution pour chaque étape du 

test (Figure 87). 

 

III.3.4.3.2. Les résultats et l’interprétation 

 

Le graphique pour l’anticorps 4 sur les différentes étapes du test sont présentés en 

Figure 98.  

 

Figure 98 : Le graphique obtenu en OCTET sur l’affinité du carbapénème-biotine non-

hydrolysé sur un anticorps. 

Descriptif : Les graphiques obtenus sont découpés en plusieurs étapes qui sont : 1- Une ligne de base pendant 

300 secondes effectuée dans le tampon ; 2- Une association entre le senseur streptavidine et le carbapénème-

biotine non-hydrolysé ou hydrolysée (concentration définie précédemment à 0,05 µg/mL) pendant 600 secondes. 

Chaque courbe correspond à une concentration d’anticorps ; 3- Une ligne de base pendant 200 secondes effectuée 

dans le tampon ; 4- Une association entre les anticorps et le carbapénème-biotine-streptavidine pendant 300 

secondes ; 5- Une dissociation des complexes anticorps/carbapénème-biotine-streptavidine pendant 600 

secondes, effectuée dans du tampon. L’association ou la dissociation sont mesurés par un décalage de longueur 

d’onde. Les courbes de couleur verte, violet claire, jaune, violet foncée, verte kaki, rose, noire et rouge 

correspondent respectivement aux concentrations d’anticorps à 100 nM, 33,3 nM, 11,1 nM, 3,7 nM, 1,23 nM, 0,41 

nM, 0,137 nM, 0 nM. 
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Malheureusement, aucune formation de complexes carbapénème/anticorps n’est 

visible sur la Figure 98. Cette absence d’association avec le carbapénème non-hydrolysé a 

également été observée pour les autres anticorps. 

Comme lors de la première sélection, l’affinité des anticorps pour le nouveau 

carbapénème-biotine semble trop faible pour être visible sur l’OCTET, mais assez pour être 

observée en ELISA. Comme précédemment, l’une des hypothèses émises est le temps de 

contact entre l’anticorps et la molécule cible qui est relativement élevé en ELISA (plusieurs 

heures) et faible en OCTET (quelques minutes). Ainsi, une évaluation de la formation des 

complexes anticorps/antibiotiques au cours du temps a été réalisée en ELISA pour observer 

l’effet de la durée d’incubation. 

 

III.3.4.4. L’évaluation de la formation des complexes anticorps/antibiotique au cours du temps en 

ELISA 

 

III.3.4.4.1. Le matériel et les méthodes 

 

Comme décrit lors de la première sélection (voir III.2.3.4.1.), sur une microplaque 96 puits, 

100 µL d’une solution de carbapénème-BSA, concentrée à 1 µg/mL et diluée dans du tampon 

phosphate de potassium 50 mM pH 7,4, a été déposé dans l’ensemble des puits. Après une 

incubation sur la nuit, les plaques ont été saturées à l’aide du tampon EIA-PVP. Après lavage 

des plaques en tampon de lavage, 100 µL de chacun des anticorps concentrés à 1 µg/mL 

dans du tampon EIA-PVP, ont été déposés à des temps différents : 4 heures, 3 heures, 2 

heures, 1 heure, 30 minutes, 15 minutes, 5 minutes et 0 minute. Ces incubations ont été 

réalisées à température ambiante sous agitation. 

Une fois tous les dépôts réalisés, deux lavages successifs en tampon de lavage sont 

réalisés et des anticorps CAS couplés à de l’acétylcholinestérase ont été ajoutés à 2 UE/mL 

pendant 1 heure à température ambiante sous agitation. Puis, les plaques sont lavées et le 

réactif d’Ellman est déposé. Ces dernières sont lues à DO414 nm après 1 heure d’incubation. 
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III.3.4.4.2. Les résultats et l’interprétation 

 

Pour plus de clarté, sur les dix-neuf anticorps obtenus, les résultats de quatre 

anticorps sont représentés en Figure 99. 
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Figure 99 : L’évaluation de la capacité de fixation de quatre anticorps sur le carbapénème-

BSA au cours du temps. 

Protocole : 100 µL d’une solution de carbapénème-BSA (1 µg/mL) ont été immobilisés au fond des puits d’une 

microplaque 96 puits. Après lavage, quatre anticorps monoclonaux (100 µL à 1 µg/mL) sont mis en contact du 

carbapénème-BSA pour plusieurs temps d’incubation : 0 minutes, 5 minutes, 15 minutes, 30 minutes, 1 heure, 2 

heures, 3 heures et 4 heures. A l’issue de chaque incubation, la plaque est lavée et de l’anticorps CAS couplé à la 

streptavidine-acétylcholinestérase est déposé, puis incubé pendant 1 heure à température ambiante. Après 

lavage, du réactif d’Ellmann (DTNB + acétylthiocholine iodide) est ajouté. Les plaques sont lues à DO414 nm au 

bout de 1 heure. L’intensité des signaux obtenus lors de ce test est proportionnelle à la quantité d’anticorps fixés 

sur le carbapénème-BSA (CAS : anticorps polyclonaux de chèvre anti-immunoglobulines de souris ; DTNB : aicde 

5,5-dithio-bis-(2-nitrobenzoïque)). 

 

Malgré des signaux faibles à DO414 nm, une reconnaissance du carbapénème-BSA par 

les anticorps est visible même à 0 minute d’incubation pour certains anticorps. Par exemple, 

l’anticorps 2 affiche une DO414 nm de 0,88 à 0 minute et jusqu’à 2,1 à 1 heure. Comparé à la 

première sélection, les intensités sont plus élevées pouvant signifier une meilleure cinétique 

de fixation des anticorps sur le carbapénème-BSA et donc une constante d’association plus 

élevée. Les anticorps sont utilisés pour réaliser des tests LFIA afin d’observer si cette 

augmentation est suffisante pour des tests rapides. 

 

 

 



 

330 

III.3.5. Le développement du test immunochromatographique à flux latéral 

 

III.3.5.1. Le matériel et les méthodes 

 

Pour le développement du test rapide et au vu des résultats précédents, un premier 

test est réalisé sur les dix-neuf anticorps obtenus. Ainsi, tous les anticorps sont couplés à l’or 

colloïdal et utilisés à l’absorbance DO530 nm de 8 (absorbance initiale après couplage). Pour 

le carbapénème-BSA non-hydrolysé sur la LT, la concentration employée est par défaut de 

1 mg/mL. Aucun antibiotique n’est utilisé dans l’échantillon car l’objectif est de savoir s’il y 

a bien une fixation de l’anticorps marqué sur le carbapénème-BSA présent en LT. Une LC est 

réalisée (anticorps CAS concentrés à 0,5 mg/mL) pour s’assurer de la bonne migration de 

l’anticorps marqué (pour la préparation des bandelettes, voir II.3.1.). 

Pour lancer un test, 10 µL d’anticorps marqué sous forme liquide ont été ajoutés à 

100 µL de tampon de migration dans un puits de microplaque, puis une bandelette est 

déposée dans le puits. Après 15 minutes de migration, la lecture du résultat est effectuée à 

l’œil nu. Une valeur numérique à l’aide d’une carte comportant une échelle de couleur 

permet de juger de l’intensité de la ligne, allant de 1 (négatif) à 10. A partir d’une intensité 

de 3,5, le résultat est considéré comme positif. 

 

III.3.5.2. Les résultats et l’interprétation 

 

Les résultats des LT et LC des dix-neuf anticorps utilisés en tant qu’anticorps marqués 

sont présentés dans le Tableau 26.  
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DO530 nm utilisée : 8 Intensité du signal 

Lignes Test : 1,0 mg/mL carbapénème-BSA Contrôle : 0,5 mg/mL CAS 

Anticorps 1 1 8 

Anticorps 2 1 7 

Anticorps 3 1 8 

Anticorps 4 1 9 

Anticorps 5 1 8 

Anticorps 6 1 7 

Anticorps 7 1 9 

Anticorps 8 1 9 

Anticorps 9 1 9 

Anticorps 10 1 8 

Anticorps 11 1 9 

Anticorps 12 1 7 

Anticorps 13 1 8 

Anticorps 14 1 9 

Anticorps 15 1 8 

Anticorps 16 1 8 

Anticorps 17 1 8 

Anticorps 18 1 7 

Anticorps 19 1 8 

Tableau 26 : L’évaluation de la capacité de fixation des anticorps monoclonaux sur le 

carbapénème-BSA présent en LT sur une bandelette (état liquide, migration verticale). 

Protocole : Dans une microplaque 96 puits, 10 µL d’anticorps marqué (DO530 nm : 8) sous forme liquide ont été 

ajoutés à 100 µL de tampon de migration. Puis, une bandelette (ligne test : carbapénème-BSA à 1 mg/mL) est 

déposée dans le puits et une migration de 15 minutes est réalisée pour que l’échantillon migre à travers la 

bandelette. Ensuite, une échelle d’intensité de couleur est utilisée pour évaluer et comparer les signaux obtenus 

sur les bandelettes. Cette échelle a été définie de 1 à 10, où chaque valeur est caractéristique d’une intensité de 

signal croissante. A partir d’une intensité de 3,5, le résultat est considéré comme positif. 

 

Comme observé avec les anticorps de la première sélection, pour l’ensemble de ces 

nouveaux anticorps, aucun signal n’est visible sur la LT. La même opération a été réalisée en 

doublant la concentration du carbapénème-BSA sur la LT et en doublant l’absorbance DO530 

nm mais les résultats sont restés les mêmes.  

L’hypothèse de la non-reconnaissance du carbapénème-BSA par les anticorps 

marqués sur le temps de contact lors de la migration de l’échantillon à travers la bandelette, 

est toujours mise en avant. Afin de confirmer cette hypothèse, l’anticorps marqué a 

directement été déposé sur la MbN, au niveau de la LT, puis la bandelette est déposée dans 

un puits contenant 100 µL de tampon de migration. Pour plus de clarté, les résultats de 

quatre anticorps sur les dix-neufs sont représentés dans le Tableau 27. Les résultats sont 

identiques pour les dix-neuf anticorps monoclonaux. 
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Ligne Anticorps 1 Anticorps 2 Anticorps 3 Anticorps 4 

LT 7 6,5 7 7 

LC 8 8 7 8 

Tableau 27 : La mise en contact directe entre quatre anticorps marqués et le carbapénème-

BSA présent sur la LT d’une bandelette (état liquide, migration verticale). 

Protocole : Dans une microplaque 96 puits, 100 µL de tampon de migration sont ajoutés dans un puits. 10 µL 

d’anticorps marqué (DO530 nm : 8) sous forme liquide sont déposés sur la ligne test (carbapénème-BSA : 1,0 mg/mL) 

d’une bandelette, avant que celle-ci soit déposée dans le puits avec le tampon de migration. Une migration de 15 

minutes est réalisée pour que l’échantillon migre à travers la bandelette. Ensuite, une échelle d’intensité de couleur 

est utilisée pour évaluer et comparer les signaux obtenus sur les bandelettes. Cette échelle a été définie de 1 à 10, 

où chaque valeur est caractéristique d’une intensité de signal croissante. A partir d’une intensité de 3,5, le résultat 

est considéré comme positif. 

 

Un fort signal est visible sur la LT pour ces quatre anticorps testés ce qui indique une 

fixation de l’anticorps marqué sur le carbapénème-BSA de la LT. Deux hypothèses ont été 

formulées : 1- L’affinité entre l’anticorps et le carbapénème-BSA est trop faible pour observer 

une fixation lors de la migration de l’anticorps marqué; 2- Un constituant du tampon de 

migration impacte la fixation de l’anticorps sur le carbapénème-BSA.  

 

III.3.6. L’origine de la non-fixation des anticorps sur le carbapénème-BSA 

 

III.3.6.1. L’impact du tampon de migration sur la fixation des anticorps au carbapénème-BSA 

 

III.3.6.1.1. Le matériel et les méthodes   

 

Au vu des résultats de cinétique de déplacement et de fixation en ELISA avec le 

méropénème non-hydrolysé et le carbapénème-BSA, la première hypothèse a été écartée 

dans un premier temps.  

Pour vérifier la seconde hypothèse, chaque constituant du tampon de migration a été 

ajouté successivement au tampon Tris/HCl 0,1 M pH 8,0. Pour chaque nouveau constituant, 

un test bandelette est réalisé en mélangeant 10 µL d’anticorps marqué à 100 µL de tampon 

de migration. La lecture s’effectue après 15 minutes de migration à l’œil nu. 
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III.3.6.1.2. Les résultats et l’interprétation 

 

Pour plus de clartés, les résultats de quatre anticorps sur les dix-neuf sont représentés 

dans le Tableau 28. Les résultats sont identiques pour les dix-neuf anticorps. 
 

LT : 1 mg/mL Anticorps 1 Anticorps 2 Anticorps 3 Anticorps 4 

Tampon Tris/HCl 0.1M pH 8 7 7 7 7 

Tampon Tris/HCl 0.1M pH 8 + NaCl 0,15 M 8 8 7 8 

Tampon Tris/HCl 0.1M pH 8 + NaCl 0,15 M 

+ Tween 20 0,5% 
8 7 7 8 

Tampon Tris/HCl 0.1M pH 8 + NaCl 0,15 M 

+ Tween 20 0,5% + CHAPS 1% 
8 7 7 8 

Tampon Tris/HCl 0.1M pH 8 + NaCl 0,15 M 

+ Tween 20 0,5% + CHAPS 1% + Azide de 

sodium 0,01% 

8 8 7 8 

Tampon Tris/HCl 0.1M pH 8 + NaCl 0,15 M 

+ Tween 20 0,5% + CHAPS 1%+ azide de 

sodium 0,01% + BSA 0,1% 

1 1 1 1 

Tableau 28 : L’étude de l’impact des différents constituants du tampon de migration sur la 

fixation de quatre anticorps marqués sur le carbapénème-BSA présent sur la LT d’une 

bandelette (état liquide, migration verticale). 

Protocole : Dans une microplaque 96 puits, 10 µL d’anticorps marqué (DO530 nm : 8) sous forme liquide ont été 

ajoutés à 100 µL de tampon (plusieurs tampons sont testés). Puis, une bandelette (ligne test : carbapénème-BSA 

à 1 mg/mL) est déposée dans le puits et une migration de 15 minutes est réalisée pour que l’échantillon migre à 

travers la bandelette. Ensuite, une échelle d’intensité de couleur est utilisée pour évaluer et comparer les signaux 

obtenus sur les bandelettes. Cette échelle a été définie de 1 à 10, où chaque valeur est caractéristique d’une 

intensité de signal croissante. A partir d’une intensité de 3,5, le résultat est considéré comme positif. 

 

Dans le Tableau 28, il est observé que les signaux sur la LT restent stables jusqu’à 

l’ajout de la BSA qui inhibe complètement le signal. Il semble donc que l’absence de signal 

lors du développement de ce test LFIA soit due à la présence de BSA dans le tampon de 

migration. Pour le vérifier, des tests sont réalisés avec un tampon de migration pour lequel 

la BSA a été remplacée par de la caséine. Ce tampon est appelé tampon de migration modifié 

(Tampon Tris/HCl 0,1 M pH 8,0 + NaCl 0,15 M + Tween 20 0,5 % + CHAPS 1 % + Azide de 

sodium 0,01 % + Caséine 0,1 %). Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 29 

pour les quatre mêmes anticorps que précédemment. Les résultats sont identiques pour les 

dix-neuf anticorps monoclonaux. 
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LT : 1 mg/mL Anticorps 1 Anticorps 2 Anticorps 3 Anticorps 4 

Tampon de migration 1 1 1 1 

Tampon de migration modifié 7 7,5 7 6 

Tableau 29 : La comparaison de deux tampons de migration sur la fixation de quatre 

anticorps marqués sur le carbapénème-BSA présent sur la LT d’une bandelette (état liquide, 

migration verticale). 

Protocole : Dans une microplaque 96 puits, 10 µL d’anticorps marqué (DO530 nm : 8) sous forme liquide ont été 

ajoutés à 100 µL de tampon (deux tampons sont testés). Puis, une bandelette (ligne test : carbapénème-BSA à 1 

mg/mL) est déposée dans le puits et une migration de 15 minutes est réalisée pour que l’échantillon migre à 

travers la bandelette. Ensuite, une échelle d’intensité de couleur est utilisée pour évaluer et comparer les signaux 

obtenus sur les bandelettes. Cette échelle a été définie de 1 à 10, où chaque valeur est caractéristique d’une 

intensité de signal croissante. A partir d’une intensité de 3,5, le résultat est considéré comme positif. 

 

L’utilisation de la caséine permet la restauration du signal sur la LT. Ainsi, cette 

expérience confirme que la BSA inhibe la liaison des anticorps sur la LT, constituée de 

carbapénème-BSA. 

 

III.3.6.2. La reconnaissance de la BSA par les anticorps 

 

III.3.6.2.1. Le matériel et les méthodes 

 

Pour identifier la nature de cette inhibition, spécifique ou non-spécifique, de 

nouveaux essais sont réalisés avec quatre LT différentes, sur quatre bandelettes distinctes : 

- Soit la LT contient de la BSA à 1 mg/mL ; 

- Soit la LT contient de la BSA-azide à 1 mg/mL ; 

- Soit la LT contient du carbapénème-BSA à 1 mg/mL ; 

- Soit la LT contient de la caséine à 1 mg/mL. 

 

L’ensemble des dix-neuf anticorps sont testés avec ces différentes bandelettes. Pour 

réaliser ces tests, 10 µL de l’anticorps marqué sont déposés dans un puits de microplaques 

96 puits, et 100 µL de tampon de migration modifié sont ajoutés. Une bandelette est ensuite 

déposée. La lecture s’effectue après 15 minutes de migration à l’œil nu. 

 



 

335 

III.3.6.2.2. Les résultats et l’interprétation 

 

Les résultats obtenus pour les dix-neuf anticorps monoclonaux sont présentés dans 

le Tableau 30.  
 

 LT : 1 mg/mL 

Anticorps BSA BSA-azide Carbapénème-BSA Caséine 

Anticorps 1 7 7 7 1 

Anticorps 2 8 8 8 1 

Anticorps 3 8 8 8 1 

Anticorps 4 7 7,5 7 1 

Anticorps 5 9 8,5 9 1 

Anticorps 6 7,5 7 7 1 

Anticorps 7 6 6,5 6 1 

Anticorps 8 7 7,5 7 1 

Anticorps 9 6 6,5 5 1 

Anticorps 10 6,5 6 5 1 

Anticorps 11 7 7 7 1 

Anticorps 12 6,5 6 5 1 

Anticorps 13 7 7 7 1 

Anticorps 14 6 6 6 1 

Anticorps 15 9 9 9 1 

Anticorps 16 7 7 7 1 

Anticorps 17 8 7,5 7,5 1 

Anticorps 18 7 7 7 1 

Anticorps 19 7,5 7,5 7 1 

Tableau 30 : L’évaluation de la fixation des anticorps marqués sur différents composants sur 

la LT d’une bandelette (état liquide, migration verticale). 

Protocole : Dans une microplaque 96 puits, 10 µL d’anticorps marqué (DO530 nm : 8) sous forme liquide ont été 

ajoutés à 100 µL de tampon de migration modifié. Puis, quatre bandelettes (1- ligne test : BSA à 1 mg/mL ; 2- 

ligne test : BSA-Azide à 1 mg/mL ; 3- ligne test : Carbapénème-BSA à 1 mg/mL ; 4- ligne test : Caséine à 1 mg/mL) 

sont déposées dans les puits. Une migration de 15 minutes est réalisée pour que l’échantillon migre à travers la 

bandelette. Ensuite, une échelle d’intensité de couleur est utilisée pour évaluer et comparer les signaux obtenus 

sur les bandelettes. Cette échelle a été définie de 1 à 10, où chaque valeur est caractéristique d’une intensité de 

signal croissante. A partir d’une intensité de 3,5, le résultat est considéré comme positif. 

 

Pour chacun des anticorps, des signaux équivalents sont obtenus pour les différentes 

LT sur lesquelles de la BSA est présente et ce quelle que soit la forme de la BSA. Cela 

démontre que les signaux ne dépendent pas de la présence du carbapénème sur la BSA.  

Il faut noter que les précédents résultats en ELISA ont montré : 1- que les anticorps 

reconnaissent le carbapénème-biotine ; 2- la liaison entre le carbapénème-biotine et 

l’anticorps peut être déplacée par le méropénème non-hydrolysé seul. Ainsi, il est possible 
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de conclure que les anticorps reconnaissent à la fois la BSA et le méropénème. Face à ce 

constat il est intéressant de déterminer l’affinité relative des anticorps pour ces deux 

composants de l’immunogène. 

 

III.3.6.3. L’évaluation des affinités des anticorps pour la BSA et le méropénème 

 

III.3.6.3.1. Le matériel et les méthodes 

 

Différentes concentrations de BSA (200 nmol/mL ; 20 nmol/mL ; 2,0 nmol/mL ; 0,2 

nmol/mL ; 0,02 nmol/mL ; 0,002 nmol/mL et 0 nmol/mL) et de méropénème (20 nmol/mL ; 

2,0 nmol/mL ; 0,2 nmol/mL ; 0,02 nmol/mL ; 0,002 nmol/mL et 0 nmol/mL) sont testées avec 

des bandelettes sur lesquelles est immobilisé du carbapénème-BSA (1 mg/mL). Pour réaliser 

ces tests, 10 µL de l’anticorps marqué sont déposés dans un puits de microplaques 96 puits, 

et 100 µL de BSA ou de méropénème dilués dans du tampon de migration sont ajoutés. Une 

bandelette est ensuite déposée. Après 15 minutes de migration, la lecture du résultat est 

effectuée à l’œil nu. Une valeur numérique à l’aide d’une carte comportant une échelle de 

couleur permet de juger de l’intensité de la ligne, allant de 1 (négatif) à 10. A partir d’une 

intensité de 3,5, le résultat est considéré comme positif. 

 

III.3.6.3.2. Les résultats et l’interprétation 

 

Les résultats obtenus pour cinq anticorps sont présentés dans le Tableau 31. Il s’agit 

de cinq anticorps avec les meilleurs déplacements B/B0 (50 %) avec le méropénème non-

hydrolysé. 
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Méropénème non-hydrolysé Anticorps 3 Anticorps 6 Anticorps 14 Anticorps 15 Anticorps 17 

20nmol/ml 3,5 5,5 6 1 1 

2nmol/ml 5,5 6,5 8 4 3,5 

0,2nmol/ml 7 7 9 5,5 5 

0,02nmol/ml 8 7 9 6 6 

0,002nmol/ml 8 7 9 6 6 

BSA  Anticorps 3 Anticorps 6 Anticorps 14 Anticorps 15 Anticorps 17 

200nmol/ml 1 1 1 1 1 

20nmol/ml 1 1 1 1 1 

2nmol/ml 1 3,5 4,5 1 1 

0,2nmol/ml 4,5 5,5 6 3,5 1 

0,02nmol/ml 6 6,5 8 6 4 

0,002nmol/ml 7 7 9 6 5 

0nmol/ml 8 7 9 6 6 

Tableau 31 : Les intensités des tests de compétitions entre le méropénème et la BSA de cinq 

anticorps marqués et le carbapénème-BSA présent sur la LT d’une bandelette (état liquide, 

migration verticale). 

Protocole : Dans une microplaque 96 puits, 10 µL d’anticorps marqué (DO530 nm : 8) sous forme liquide ont été 

ajoutés à 100 µL de tampon de migration contenant soit du méropénème non-hydrolysé (20 nmol/mL ; 2 

nmol/mL ; 0,2 nmol/mL ; 0,02 nmol/mL ; 0,002 nmol/mL ; 0 nmol/mL), soit de la BSA (200 nmol/mL ; 20 nmol/mL 

; 2 nmol/mL ; 0,2 nmol/mL ; 0,02 nmol/mL ; 0,002 nmol/mL ; 0 nmol/mL). Puis, une bandelette (ligne test : 

carbapénème-BSA à 1 mg/mL) est déposée dans le puits et une migration de 15 minutes est réalisée pour que 

l’échantillon migre à travers la bandelette. Ensuite, une échelle d’intensité de couleur est utilisée pour évaluer et 

comparer les signaux obtenus sur les bandelettes. Cette échelle a été définie de 1 à 10, où chaque valeur est 

caractéristique d’une intensité de signal croissante. A partir d’une intensité de 3,5, le résultat est considéré comme 

positif. 

 

Pour les cinq anticorps testés, à concentration équivalente, les inhibitions des signaux 

avec la BSA sont supérieures par rapport à celles induites par le méropénème non-hydrolysé. 

Ainsi, il semblerait que les anticorps aient une meilleure affinité pour la BSA que pour le 

méropénème, malgré la sélection des hybridomes et donc des anticorps monoclonaux avec 

le méropénème non-hydrolysé. Pour vérifier cette observation, l’évaluation des réactions 

croisées avec le méropénème non-hydrolysé et la BSA est réalisée en ELISA sur les anticorps 

monoclonaux. 
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III.3.6.4. L’évaluation des réactions croisées 

 

III.3.6.4.1. Le matériel et les méthodes 

 

Pour évaluer les réactions croisées de chaque anticorps avec le méropénème et la 

BSA, le test 3 décrit précédemment a été réalisé avec différentes concentrations de 

compétiteur (voir III.2.2.1.). L’évaluation des réactions croisées s’est portée uniquement sur 

la seconde sélection d’anticorps étant donné que les anticorps obtenus indiquent de 

meilleurs déplacements en présence du méropénème non-hydrolysé.  

Les concentrations de chaque anticorps définies dans l’évaluation de la spécificité des 

anticorps et une concentration de 5,0 ng/ml pour le nouveau carbapénème-biotine non-

hydrolysé sont utilisées (voir III.3.4.2.2.). Pour le méropénème, une gamme de concentration 

a été réalisée : 20 nmol/mL ; 2,0 nmol/mL ; 0,2 nmol/mL ; 0,02 nmol/mL ; 0,002 nmol/mL et 

0 nmol/mL. Pour la BSA, la gamme suivante est utilisée : 200 nmol/mL ; 20 nmol/mL ; 2,0 

nmol/mL ; 0,2 nmol/mL ; 0,02 nmol/mL ; 0,002 nmol/mL ; 0,0002 nmol/mL et 0 nmol/mL. 

Pour réaliser ces tests, les différents réactifs sont déposés dans les puits d’une 

microplaque, sur la paroi où du CAS a été préalablement immobilisé, à raison de 50 µL de 

marqueur (carbapénème-biotine non-hydrolysé), de 50 µL de compétiteur et de 50 µL de la 

solution d’anticorps. Après une nuit à 4°C et un lavage en tampon de lavage, 100 µL de 

streptavidine-acétylcholinestérase ont été ajoutés pendant 1 heure à température ambiante 

et sous agitation. Après lavage des puits en tampon de lavage, 200 µL de réactif d’Ellmann 

ont été déposés. La lecture de l’absorbance a été effectuée après 1 heure d’incubation sous 

agitation, à DO414 nm au spectrophotomètre.  

Avec le méropénème non-hydrolysé utilisé pour la sélection des hybridomes et le 

carbapénème-biotine non-hydrolysé, le graphique obtenu est f([compétiteur]) = B/B0 (%). 

Le pourcentage de réactions croisées est calculé en divisant une concentration de 

méropénème par la concentration de compétiteur qui induit une baisse de signal similaire à 

cette concentration de méropénème. Ce résultat est multiplié par 100 pour être exprimé en 

pourcentage. 
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III.3.6.4.2. Les résultats et l’interprétation 

 

Les concentrations B/B0 (50 %) du méropénème non-hydrolysé et de la BSA sont 

déterminées et les réactions croisées pour la BSA sont calculées, pour tous les anticorps. Les 

résultats sont présentés dans le Tableau 32.  

B/B0 (50 %) Méropénème non-hydrolysé (pmol/ml) BSA (pmol/ml) Réaction croisée (%) 

Anticorps 1 300,00 5,70 5263,16 

Anticorps 2 953,00 154,50 616,83 

Anticorps 3 193,50 6,00 3225,00 

Anticorps 4 272,00 10,40 2615,38 

Anticorps 5 478,00 3,40 14058,82 

Anticorps 6 124,00 3,10 4000,00 

Anticorps 7 691,50 29,20 2368,15 

Anticorps 8 738,00 2,70 27333,33 

Anticorps 9 385,10 9,50 4053,68 

Anticorps 10 343,10 1,00 34310,00 

Anticorps 11 232,00 14,80 1567,57 

Anticorps 12 294,00 7,70 3818,18 

Anticorps 13 599,90 7,20 8331,94 

Anticorps 14 119,50 1,10 10863,64 

Anticorps 15 131,60 1,90 6926,32 

Anticorps 16 363,30 3,70 9818,92 

Anticorps 17 199,20 0,50 39840,00 

Anticorps 18 109,19 14,50 753,03 

Anticorps 19 616,10 3,10 19874,19 

Tableau 32 : Les déplacements obtenus avec le méropénème et la BSA sur les dix-neuf 

anticorps. 

Protocole : Pour chaque anticorps monoclonal obtenu, les concentrations B/B0 (50 %) de compétiteur (BSA et 

méropénème non-hydrolysé) ont été déterminées pour obtenir un déplacement du signal de carbapénème biotine 

non-hydrolysé de 50%. Les pourcentages de réactions croisées sont déterminés de la manière suivante : pour une 

baisse de signal similaire (à 50 %), la concentration de méropénème non-hydrolysé est divisée par la 

concentration de BSA, et ce résultat est multiplié par 100 pour être exprimé en pourcentage. 

 

Pour l’ensemble des anticorps, une inhibition du signal est observée pour le 

méropénème et la BSA. Cela confirme la reconnaissance de ces deux molécules par les 

anticorps monoclonaux. Il faut cependant noter que les réactions croisées sont très 

largement supérieures à 100 % pour la BSA, ce qui signifie que les anticorps ont une 

meilleure affinité pour la BSA que pour le méropénème. 
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III.3.7. La discussion  

 

Cette seconde sélection a permis d’obtenir dix-neuf anticorps monoclonaux ayant la 

capacité de différencier la forme non-hydrolysée de la forme hydrolysée du méropénème. 

Chacun de ces anticorps ont indiqué des affinités plus fortes pour le méropénème non-

hydrolysé, que celles obtenues lors de la première sélection d’anticorps monoclonaux.  

Malheureusement, l’évaluation de l’affinité de ces anticorps par interférométrie n’a 

pas permis d’obtenir des constantes d’association et de dissociation. En parallèle, 

l’évaluation de la cinétique de fixation au cours du temps en ELISA a démontré que les 

anticorps sont capables de fixer le carbapénème-BSA même avec un temps d’incubation < 

1 minute.  

Puis, l’ensemble de ces anticorps a été testé en test LFIA. Dans un premier temps, les 

résultats indiquaient une non-fixation des anticorps sur la LT. Lors des études pour 

déterminer la cause de ces résultats, il a été démontré que les anticorps ont la capacité de 

fixer la BSA. Ainsi, la BSA contenue dans le tampon de migration sature la totalité des sites 

de fixation de l’anticorps, empêchant la fixation de ces derniers sur la LT contenant le 

carbapénème-BSA. Il a été également montré que ces anticorps ont une meilleure affinité 

pour la BSA que pour le méropénème. De ce fait, même en supprimant les interférences 

dues à la BSA et en la remplaçant par de la caséine dans le tampon de migration, les 

concentrations de méropénème nécessaires pour inhiber totalement le signal de la LT sont 

incompatibles avec le développement du test. En effet, il faudrait que la concentration du 

méropénème dans l’échantillon soit supérieure ou égale à 20 nmol/mL (7,70 µg/mL) 

(exemple des anticorps 15 et 17, en Tableau 31). De même, la quantité de β-lactamase 

nécessaire à la dégradation d’une telle concentration serait trop importante sur une période 

courte (ici 30 minutes) impactant fortement les performances d’un potentiel test LFIA. A titre 

de comparaison pour le test de détection de l’activité céphalosporinase sur colonies 

bactériennes, la concentration de céfotaxime est de 25 ng/mL (258).  

Cette double reconnaissance du méropénème et de la BSA par les anticorps pourrait 

s’expliquer par la petite taille du carbapénème-alcyne (285 Da) et de sa proximité avec la 

BSA. En effet, le site de reconnaissance de l’anticorps (paratope) a une taille supérieure à 

celle du carbapénème-alcyne. Lors de l’immunisation, la production d’anticorps, qui 
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reconnaissent le carbapénème et les acides aminés de la BSA situés à proximité de cette 

molécule, est stimulée. Ainsi, lors de la sélection des hybridomes à l’aide du carbapénème-

biotine et du méropénème, ces molécules n’interagissent qu’avec une partie du paratope de 

l’anticorps. De plus, la meilleure affinité des anticorps pour la BSA montre qu’une part 

importante des paratopes interagit avec la BSA.   

Pour vérifier et confirmer que ce problème provienne de l’immunogène utilisé, des 

tests par compétition sont réalisés sur les saignées avec le méropénème non-hydrolysé et la 

BSA. L’objectif est de mettre au point un outil permettant de mettre en évidence la présence 

d’anticorps dont le paratope interagit avec la BSA et d’éliminer les hybridomes produisant 

ces anticorps, lors de futures productions d’anticorps monoclonaux anti-carbapénème. 

 

III.4. L’évaluation des réactions croisées des saignées avec la BSA  

 

III.4.1. Les saignées anti-carbapénème-BSA 

 

III.4.1.1. Le matériel et les méthodes 

 

En reprenant les conditions déterminées précédemment sur les tests par compétition 

sur les saignées des souris, de nouvelles compétitions ont été effectuées avec le 

méropénème non-hydrolysé et la BSA. En utilisant le carbapénème-amine associé au NHS-

LC-Biotine pour les saignées n°4 des souris Biozzi 4881 et 5063 (Saignée n°4 : 1/25 000 – 

Carbapénème-biotine non-hydrolysé : 20 ng/mL) et le carbapénème-alcyne associé à la 

Biotine-dPEG®7-azide pour les saignées n°4 des souris Biozzi 5062 et 5064 (Saignée n°4 : 

1/100 000 – Carbapénème-biotine non-hydrolysé : 2,5 ng/mL), les conditions de ces tests 

sont identiques à celles utilisées précédemment.  

La gamme de concentration du méropénème non-hydrolysé est : 20 nmol/mL, 2 

nmol/mL, 0,2 nmol/mL, 0,02 nmol/mL ; 0,002 nmol/mL ; 0,0002 nmol/mL ; 0 nmol/mL et celle 

de la BSA est: 200 nmol/mL, 20 nmol/mL, 2 nmol/mL, 0,2 nmol/mL, 0,02 nmol/mL ; 0,002 

nmol/mL ; 0,0002 nmol/mL ; 0 nmol/mL. 
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III.4.1.2. Les résultats et l’interprétation 

 

Les résultats obtenus sont représentés en Figure 100 pour les souris Biozzi 4881 et 

5063 (ancien carbapénème-biotine) et pour les souris Biozzi 5062 et 5064 (nouveau 

carbapénème-biotine). 
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Figure 100 : Les courbes de compétition avec le méropénème non-hydrolysé et la BSA sur les 

saignées n°4 des souris immunisées avec du carbapénème-BSA. 

Protocole : En microplaques 96 puits où du CAS a été immobilisé préalablement, 50 µL carbapénème-biotine non-

hydrolysé (ancien marqueur à 20 ng/mL pour les souris Biozzi 4881 et 5063 ; nouveau marqueur à 2,5 ng/mL 

pour les souris Biozzi 5062 et 5064) est mis en compétition avec soit 50 µL de méropénème non-hydrolysé (20 

nmol/mL ; 2 nmol/mL ; 0,2 nmol/mL ; 0,02 nmol/mL ; 0,002 nmol/mL ; 0,0002 nmol/mL ; 0 nmol/mL), soit 50 µL 

de BSA (200 nmol/mL ; 20 nmol/mL ; 2 nmol/mL ; 0,2 nmol/mL ; 0,02 nmol/mL ; 0,002 nmol/mL ; 0,0002 

nmol/mL ; 0,00002 nmol/mL ; 0 nmol/mL) vis-à-vis de la reconnaissance par les anticorps sur 50 µL de la dilution 

déterminée du dernier prélèvement sanguin de chaque souris. Pour chaque concentration de compétiteur, le 

pourcentage de déplacement du signal du carbapénème-biotine non-hydrolysé est déterminé. 

 

Pour les quatre souris Biozzi, une inhibition du signal est observée pour des 

concentrations inférieures en BSA par rapport au méropénème non-hydrolysé. Cela 

démontre et confirme que le problème des fortes réactions croisées des anticorps avec la 

BSA n’est pas dû à une mauvaise sélection des hybridomes mais à la structure de 

l’immunogène.  
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Il faut noter qu’aucune interférence de la BSA n’avait été mise en évidence lors du 

développement des tests pour la détection de l’activité céphalosporinase. Il serait intéressant 

de savoir si cette absence d’interférence pouvait être visualisée au cours de la procédure 

d’immunisation. Pour ce faire, des tests de compétitions sont réalisés avec les saignées issues 

des immunisations avec le céfotaxime-BSA, en utilisant le céfotaxime et la BSA comme 

compétiteur. 

 

III.4.2. Les saignées anti-céfotaxime-BSA 

 

III.4.2.1. Le matériel et les méthodes 

 

Les tests par compétition ont été réalisés dans les conditions déterminées 

précédemment pour les saignées des souris Biozzi 173, 174, 175 et 176 : 

- Souris Biozzi 173 ; Saignée n°3 : 1/100 000 – Céfotaxime-biotine non-hydrolysé :           

1 ng/mL ; 

- Souris Biozzi 174 ; Saignée n°3 : 1/100 000 – Céfotaxime-biotine non-hydrolysé :         

10 ng/mL ; 

- Souris Biozzi 175 ; Saignée n°3 : 1/200 000 – Céfotaxime-biotine non-hydrolysé :          

3 ng/mL ; 

- Souris Biozzi 176 ; Saignée n°3 : 1/200 000 – Céfotaxime-biotine non-hydrolysé :              

1 ng/mL. 

 

La gamme de concentration de céfotaxime non-hydrolysé est : 2 nmol/mL, 2 

nmol/mL, 0,2 nmol/mL, 0,02 nmol/mL ; 0,002 nmol/mL ; 0 nmol/mL, et celle de la BSA est : 

20 nmol/mL, 20 nmol/mL, 2 nmol/mL, 0,2 nmol/mL, 0,02 nmol/mL ; 0,002 nmol/mL ; 0 

nmol/mL.  

 

 

 



 

344 

III.4.2.2. Les résultats et l’interprétation 

 

Les résultats des courbes de compétition avec le céfotaxime et la BSA sur les saignées 

des quatre souris Biozzi sont représentés en Figure 101. 
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Figure 101 : Les courbes de compétition avec le céfotaxime et la BSA sur les saignées des 

souris immunisées avec du céfotaxime-BSA. 

Protocole : En microplaques 96 puits où du CAS a été immobilisé préalablement, 50 µL de céfotaxime-biotine 

non-hydrolysé (souris Biozzi 173 à 176, respectivement 1 ng/mL, 10 ng/mL, 3 ng/mL, 1 ng/mL) est mis en 

compétition avec soit du céfotaxime non-hydrolysé (2 nmol/mL ; 0,2 nmol/mL ; 0,02 nmol/mL ; 0,002 nmol/mL ; 

0,0002 nmol/mL ; 0 nmol/mL), soit de la BSA (20 nmol/mL ; 2 nmol/mL ; 0,2 nmol/mL ; 0,02 nmol/mL ; 0,002 

nmol/mL ; 0,0002 nmol/mL ; 0 nmol/mL) vis-à-vis de la reconnaissance par les anticorps sur 50 µL de la dilution 

déterminée du dernier prélèvement sanguin de chaque souris. Pour chaque concentration de compétiteur, le 

pourcentage de déplacement du signal du céfotaxime-biotine non-hydrolysé est déterminé. 

 

Il est observé que contrairement au céfotaxime, la BSA n’induit aucune inhibition du 

signal. Il n’y a donc aucune reconnaissance de la BSA par les anticorps spécifiques du 

céfotaxime. 
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III.4.3. La discussion 

 

Au cours de cette étude, il a été montré que contrairement au carbapénème-BSA, le 

céfotaxime-BSA permettait l’obtention d’anticorps ne reconnaissant que le céfotaxime. Cela 

est probablement dû à la plus grande taille du céfotaxime-chloroacétamide (532 Da) par 

rapport au carbapénème-alcyne (285 Da), qui lui permet d’établir des interactions avec 

l’ensemble du paratope de l’anticorps. Comme précédemment décrits (264), ces résultats 

montrent que la taille des molécules est un facteur limitant pour obtenir des anticorps 

monoclonaux avec une bonne affinité et spécificité.  

 

Pour résoudre ce problème, deux axes d’optimisations sont possibles : 1- L’ajout d’un 

connecteur entre le carbapénème-alcyne et la BSA afin d’éloigner les deux molécules et donc 

favoriser la production d’anticorps monoclonaux reconnaissant uniquement le 

carbapénème ; 2- L’utilisation d’un carbapénème de taille supérieure (équivalent à 

l’ertapénème (475 Da) ou au méropénème (383 Da)). Pour cela, la synthèse d’un nouveau 

carbapénème avec une fonction réactive pour effectuer le couplage avec une protéine 

porteuse est nécessaire. 

Le premier axe n’a pas été suivi car l’ajout d’un connecteur ne résout pas le problème 

d’affinité. En effet, la taille de la molécule est toujours trop petite et limitante pour obtenir 

des anticorps avec de bonnes affinité. Les quantités de carbapénèmes à utiliser dans 

l’échantillon seraient encore trop importantes car la totalité du paratope de l’anticorps 

n’interagirait pas uniquement avec le carbapénème. 

Le second axe a été favorisé. Un laboratoire a été contacté, le CNRS (UMR 8601, 

LCBPT, Université Paris Cité), pour la synthèse d’un carbapénème d’une plus grande taille 

(Figure 102) contenant cette fois-ci le cycle pyrrolidine présent dans la structure du 

méropénème, de l’ertapénème ou encore du doripénème et une fonction amine permettant 

le couplage sur une protéine porteuse.  
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Figure 102 : La structure chimique du nouveau carbapénème utilisé comme futur 

immunogène 

 

 

D’autre part, la protéine porteuse utilisée pourra être différente de la BSA, par 

exemple avec de l’hémocyanine de crustacé (KLH : Keyhole limpet hemocyanin), afin d’éviter 

de potentielles les réactions croisées avec la BSA contenue dans les différents tampons. 
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La résistance aux antibiotiques chez les micro-organismes est un phénomène issu de 

la pression de sélection. Plus cette pression est présente, et plus le risque d’augmenter la 

diversité des gènes de résistance chez les bactéries est important. Ainsi, l’usage excessif de 

ces molécules engendre l’apparition de nouvelles résistances pouvant être retrouvées dans 

les différents écosystèmes, définis par le concept de « One Health ». Pour les 

entérobactéries, l’un des principaux mécanismes de résistance est la production de β-

lactamases car dans plus de 80 % de cas de traitements d’infection avec ces bactéries, les β-

lactamines sont utilisées. Ces bactéries résistantes sont à l’origine d’un taux de mortalité 

grandissant et estimé à 10 millions de morts en 2050 (265).  

Ainsi, la détection rapide et efficace des bactéries résistantes est une étape cruciale 

pour la bonne gestion de l’utilisation des antibiotiques et le contrôle des infections. Malgré 

les améliorations technologiques, l'identification des résistances reste complexe et trop 

longue pour une prise en charge optimale des patients, avec un délai d'obtention des 

résultats souvent compris entre 24 heures et 48 heures (238).  

Le récent développement au laboratoire de tests LFIA pour la détection des 

mécanismes de résistance aux antibiotiques, en particulier pour les β-lactamases chez les 

bactéries à Gram négatif, permet maintenant de confirmer de façon facile, rapide et fiable 

une suspicion de résistance, notamment grâce à la détection des β-lactamases de la famille 

des CTX-M et des cinq principales carbapénèmases (KPC, VIM, IMP, NDM, OXA-48) 

(248,251,253,254). Cependant, ces méthodes étant avec « à priori », les tests actuels de 

détection des β-lactamases pourraient s’avérer inefficaces dans le cas d’apparition de 

nouvelles enzymes ou de nouveaux variants de l’antibiorésistance, dû à la grande spécificité 

des anticorps utilisés dans les tests actuels.  

Ainsi, pour compléter les tests de détection existants, de nouveaux tests LFIA pour la 

détection de l’activité enzymatique des β-lactamases ont été développés au cours de cette 

thèse. La stratégie originale utilisée au cours de ces travaux a fait l’objet d’un dépôt de brevet 

(résumé de ce brevet en annexe).  

Comme décrit dans le projet de thèse et pour atteindre l’objectif de développer ces 

tests, différentes étapes devaient être réalisées. Parmi celles-ci, l’obtention d’anticorps 

monoclonaux capables de discriminer la forme non-hydrolysée du cycle β-lactame d’une β-
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lactamine de son produit d’hydrolyse, était le plus grand défi. En effet, la faible taille des 

antibiotiques diminue fortement les possibles interactions entre l’anticorps et sa cible. Ainsi, 

la production des immunogènes (couplage de l’antibiotique d’intérêt à une protéine 

porteuse), l’immunisation des souris et la sélection des anticorps monoclonaux 

représentaient des étapes clés.  

 

 

Pour le premier immunogène, axé sur la classe des céphalosporines à spectre étendu 

représenté par le céfotaxime, la diversité des anticorps monoclonaux produits a permis 

d’obtenir un test ayant une très forte spécificité et affinité pour le céfotaxime non-hydrolysé. 

A l’heure actuelle, ce test a la capacité de détecter les β-lactamases hydrolysant les 

céphalosporines à spectre étendu, quelle que soit la bactérie productrice, leur nature ou leur 

variant. Lors de ces travaux de thèse et avec la collaboration du CNR de la résistance aux 

antibiotiques (Service de Bactériologie-Hygiène, Hôpital Bicêtre AP-HP, France), une 

sensibilité >99 % et une spécificité de 100 % ont été obtenues pour la détection des β-

lactamases sur colonie bactérienne en 40 minutes (258). Une étude comparative avec trois 

autres tests a démontré que ce test est le plus performant et le plus simple dans son 

utilisation et son rendu de résultats, avec un coût compatible pour une utilisation en routine 

(259). De plus, le multiplexage de cette détection avec la détection de la famille des CTX-M, 

sans diminuer les performances du test, s'est avéré être un test de confirmation utile, facile, 

rapide et fiable chez les entérobactéries pour la détection des BLSE de type CTX-M ainsi que 

les autres β-lactamases capables d’hydrolyser les céphalosporines à spectre étendu (AmpC, 

BLSE mineures, et certaines carbapénémases) (260). De même, la détection de l’activité 

enzymatique des β-lactamases sur les céphalosporines à spectre étendu directement dans 

des échantillons biologiques (urine, hémoculture, milieu de transport d’écouvillons rectaux) 

à l’aide de ce test et d’un dispositif (SPID) développé au sein du laboratoire est en cours de 

validation. L’utilisation du système SPID, d’un clip et d’un test rapide permet de simplifier les 

étapes de traitement d’échantillons et d’améliorer considérablement les performances du 

test. Ainsi, des limites de détection proches de 1.104 UFC/mL sont atteintes pour certaines 

β-lactamases en urine, seulement une heure après prélèvement de l’échantillon. Il est à noter 
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que le système SPID a la capacité de stocker et de transporter d’éventuels échantillons. Pour 

des échantillons cliniques à faibles concentrations bactériennes (entre 1.103 à 1.105 UFC/mL, 

selon l’enzyme et l’échantillon biologique), des périodes d’incubation supplémentaires 

seront probablement à définir pour améliorer la sensibilité du test.  

Il est également important de noter que le test révèle la présence d’une β-lactamase 

par la dégradation du substrat, et ne reflète pas l’efficacité thérapeutique du traitement in 

fine ; il donne uniquement une indication sur la présence d’une activité β-lactamase. Ainsi, 

le test peut être positif alors que la bactérie est identifiée comme sensible par rapport à une 

CMI. 

 

D’autres axes de développement de ce test ont été réalisés mais les études n’ont pas 

été assez approfondies pour établir la capacité du test à répondre au besoin.  

L’un des premiers axes est la distinction des différents niveaux d’expression des AmpC 

qui sont des enzymes très peu détectées dans les tests actuels. La discrimination du niveau 

d’expression d’AmpC, basal ou surexpression, peut être importante car cela peut impacter 

le niveau de résistance des bactéries. Les premiers résultats encourageants sur un faible 

panel de souches (distinction du niveau d’expression d’AmpC à partir d’un certain seuil), 

devront par la suite être confirmés sur un panel plus large de souches plus important. 

L’objectif est de déterminer s’il est possible de différencier ces niveaux d’expression avec de 

bonnes sensibilité et spécificité. 

Un autre axe est l’utilisation d’inhibiteur de β-lactamases afin de définir à quelle classe 

appartient la ou les β-lactamases à détecter. Néanmoins, pour que le résultat soit pertinent, 

il est souvent nécessaire de réaliser plusieurs tests avec des combinaisons d’inhibiteurs pour 

définir la classe de la β-lactamase. Ainsi, l’analyse des résultats devient complexe et ces tests 

perdent leurs principaux avantages : simplicité d’utilisation et rapidité. De plus, l’une des 

difficultés dans l’analyse de ces résultats est la présence d’autres mécanismes de résistance 

qui interviennent dans le niveau de résistance des bactéries. Cette constation est vrai pour 

l’ensemble des tests basés sur l’hydrolyse de l’antibiotique. 
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Pour le second immunogène, axé sur la classe des carbapénèmes, la faible masse 

moléculaire du carbapénème employé n’a pas permis d’obtenir des anticorps suffisamment 

spécifiques et affins. Ces travaux ont mis en évidence l’effet limitant de la taille d’une 

molécule utilisée dans l’immunogène pour sa reconnaissance et son interaction avec 

l’anticorps.  

Une nouvelle stratégie consiste à modifier le carbapénème couplé à la protéine 

porteuse. Basé sur les résultats obtenus au cours de cette thèse, ce nouveau carbapénème 

possèdera une taille supérieure, équivalente au céfotaxime, permettant ainsi d’augmenter 

l’affinité et la spécificité des anticorps pour le carbapénème. De même, pour s’assurer de la 

non-reconnaissance de la protéine porteuse, les dosages par compétition avec cette 

protéine porteuse sur les saignées et lors de la sélection des anticorps, sera un outil à mettre 

en place pour favoriser au maximum les chances de réussite.  

 

 

Ces travaux, qui ouvrent la voie aux futurs tests diagnostiques rapides en 

antibiorésistance pouvant être basés sur la détection d’une activité enzymatique, s’inscrivent 

parfaitement dans le concept « One Health » en antibiorésistance qui s’est considérablement 

développé ces dernières années. Les connexions existantes entre l’homme, l’environnement, 

la médecine animale, l’alimentation… font que le champ d’application des tests LFIA s’élargit 

constamment et que des réflexions pour leur utilisation dans le domaine environnemental 

(contaminations chimiques ou biologiques) et vétérinaire (infections virales ou bactériennes) 

sont en cours.   
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Annexe 1 : Un tableau récapitulatif des méthodes génotypiques et phénotypiques de 

détection de la résistance aux β-lactamines. 

Descriptif : Un tableau récapitulatif du coût, du temps, des performances intrinsèques, des information(s) 

fournie(s), de la simplicité de la réalisation et de(s) principale(s) limite(s) de chaque test de détection des β-

lactamases ; Performances intrinsèques hautes : > 90 % ; moyenne : 70-90 % ; basse : < 70 % ; (FN : Faux négatif, 

FP : Faux positif, MBL : Métallo-β-lactamase, DO : densité optique, h : heure ; ND : Non déterminé). 

 

 

Méthodes Tests Produits Coût/test Temps 

Performances 

intrinsèques 

(variables entre 

études) 

Information(s) fournie(s) 
Simplicité de 

réalisation 
Principale(s) limite(s) 

Génotypiques 

Amplification génique 

Xpert® Carba-R (189–

191) 
~35€ 1-2h Hautes 

Distingue les cinq principales 

carbapénémases 

Equipement nécessaire + 

expertise importante 

nécessaire 

Nouveaux variants non-détectés 

Check-MDR CT-103® 

(194) 
~80€ 7h Hautes 

Distingue les cinq principales 

carbapénémases + les BLSE + 

les céphalosporines 

plasmidiques 

Equipement nécessaire + 

expertise importante 

nécessaire 

Nouveaux variants non-détectés 

Séquençage 
Séquençage génôme 

(196–198) 
~500€ 

Qqles 

heures – 

Qqles jours 

Hautes 
Tous gènes de résistance 

(nouveaux et anciens) 

Equipement nécessaire + 

expertise importante 

nécessaire 

Coût de la technique et délai des 

résultats 

Phénotypiques 

Les tests de sensibilité 

aux antimicrobiens 

basés sur l’activité des 

β-lactamases 

Antibiogramme 

classique (202) 
~5€ 16-24h Hautes 

Oriente vers BLSE ou 

carbapénémases 
Peu d’expertise nécessaire 

Accumulation d’une grande 

quantité d’informations 

Le test d’inactivation 

des carbapénèmes 

(206,207) 

~1-2€ 6h Moyennes à hautes 
Oriente vers BLSE ou 

carbapénémases 
Peu d’expertise nécessaire 

Variabilité des zones d’inhibition 

➔ FN 

Etest® (209) ~6€ 16-24h Hautes 
Oriente vers BLSE ou 

carbapénémases 
Peu d’expertise nécessaire 

Difficulté à détecter les enzymes 

de type OXA-48 + certains 

inhibiteurs peu efficaces 

Disques 

combines/Double 

synergie (210,213) 

~1-2€ 16-24h Hautes 
Oriente vers BLSE ou 

carbapénémases 
Peu d’expertise nécessaire 

Diffusion des antibiotiques 

variable + certains inhibiteurs 

peu efficaces + zones 

d’interprétations douteuses 

Milieux chromogénique 

(215) 
~1€ 16-24h Moyennes à hautes 

Oriente vers BLSE ou 

carbapénémases 
Peu d’expertise nécessaire 

Non-détection des enzymes avec 

une activité faible 

Le test de Hodge 

modifié (218) 
~1€ 16-24h Moyennes à hautes 

Oriente vers BLSE ou 

carbapénémases 

Expertise moyenne 

nécessaire 

Apparition de FP récurrente + 

Difficulté à détecter les MBLs 

Carba NP (219–221) ~1-2€ 2h Moyennes à hautes Oriente vers carbapénémases  
Expertise moyenne 

nécessaire 

Aucune standardisation ➔ 

Interprétation faussée (FN 

possible) 

Blue Carba (222,223) ~1-2€ 2h Hautes Oriente vers carbapénémases  
Expertise moyenne 

nécessaire 

Aucune standardisation ➔ 

Interprétation faussée (FN 

possible) 

β-CarbaTM (224,225) ~2€ 0,5h Hautes Oriente vers carbapénémases  Peu d’expertise nécessaire 

Incubation >0,5h pour des 

souches avec des enzymes de 

type 0XA-48 

ESBL NDP (226,227) ~1-2€ 2h Hautes Oriente vers BLSE  
Expertise moyenne 

nécessaire 

Aucune standardisation ➔ 

Interprétation faussée (FN 

possible) 

β-Lacta TM (227,228) ~2€ 0,25h Hautes Oriente vers BLSE  Peu d’expertise nécessaire 
Surexpression d’AmpC peut 

amener à de FPs 

Spectrométrie de masse 

(231,233,234) 

 

ND 0,5-3h Hautes 
Oriente vers BLSE ou 

carbapénémases 

Equipement nécessaire + 

expertise importante 

nécessaire 

Visualisation des produits de 

dégradation parfois 

problématique  

Spectroscopie ultra-

violet (235) 
ND 1h Hautes 

Oriente vers BLSE ou 

carbapénémases 

Equipement nécessaire + 

expertise importante 

nécessaire 

Présence d’interférences + 

standardisation des DO difficile  

BYG Carba (236,237) ND 0,5h Hautes Oriente vers carbapénémases  

Equipement nécessaire + 

expertise importante 

nécessaire 

Pas de kit commercialisé, ni 

d’évaluation de la technique 

Les tests LFIA basés sur 

la detection des β-

lactamases 

RESIST (Coris) (247–

249) 
15 à 20 € 0,25h Hautes 

Quatre des quatre principales 

carbapénémases en deux 

tests (VIM, OXA-48, NDM, 

KPC) 

Peu d’expertise nécessaire 

Ne détecte pas les enzymes de 

type IMP, ni tous les nouveaux 

variants + utilisation de 2 tests 

Carbapenem-resistant 

detection K-Set (Era-

bio) (250,251) 

ND 0,25h Hautes 

Les cinq carbapénémases en 

deux tests (VIM, IMP, OXA-48, 

NDM, KPC) 

Peu d’expertise nécessaire 
Ne détecte pas tous les nouveaux 

variants  + utilisation de 2 tests 

NG-Test (NG Biotech) 

(252–254) 
20 à 25 € 0,25h Hautes 

Les cinq carbapénémases en 

un test + CTX-M 

Peu d’expertise nécessaire 

+ utilisation d’un test 

unique 

Ne détecte pas tous les nouveaux 

variants 
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Titre : Développement de tests rapides pour la détection des béta-lactamases 

Mots clés : Diagnostic, Antibiorésistance, Test immunochromatographique à flux latéral 

Résumé : La lutte contre les bactéries multi-

résistantes aux antibiotiques (BMR) représente un 

des plus grands défis auxquels doivent faire face nos 

sociétés actuelles. Le nombre d’infections causées 

par des BMR étant en nette augmentation dans le 

monde entier, celles-ci représentent un enjeu crucial 

de santé publique.  

L'un des principaux mécanismes de résistance mis en 

place par les bactéries est la production de béta-

lactamases, enzymes hydrolysant les antibiotiques de 

type béta-lactamine. Pour lutter efficacement contre 

la dissémination de bactéries produisant ces 

enzymes et fournir un traitement approprié aux 

patients, il est essentiel de pouvoir détecter 

rapidement les béta-lactamases.  

Dans ce contexte, le projet de cette thèse est de 

développer deux nouveaux tests bandelettes 

permettant de détecter l’activité enzymatique de 

ces enzymes. Ils détecteront l’hydrolyse de deux 

classes de béta-lactamines : les céphalosporines et 

les carbapénèmes.  

Ces tests seront basés sur l’utilisation d’anticorps 

monoclonaux spécifiques de ces deux classes 

d’antibiotiques. Ces travaux de thèse impliqueront 

la production, la sélection et la caractérisation de 

ces anticorps. Les tests développés seront 

transférés à un industriel et validés avec différentes 

souches bactériennes produisant différentes béta-

lactamases dans différents échantillons 

biologiques (hémocultures, urines, écouvillons 

rectaux). 
 

 

Title : Development of rapid tests for beta-lactamases detection 

Key words : Diagnostic, Antimicrobial resistance, Lateral flow immunoassay 

Abstract : The fight against multi-antibiotic resistant 

bacteria (MDR) is one of the greatest challenges 

facing our current societies. As the number of 

infections caused by MDRs is increasing significantly 

worldwide, they represent a crucial public health 

issue. 

One of the main resistance mechanisms developed 

by bacteria is the production of beta-lactamases, 

enzymes that hydrolyze beta-lactam antibiotics. To 

effectively control the spread of bacteria producing 

these enzymes and provide appropriate treatment to 

patients, it is essential to be able to detect beta-

lactamases as soon as possible.  

 

In this context, the project of this thesis is to 

develop two new strip tests to detect the enzymatic 

activity of these enzymes. They will detect the 

hydrolysis of two classes of beta-lactamines: 

cephalosporins and carbapenems.  

These tests will be based on the use of monoclonal 

antibodies specific to these two classes of 

antibiotics. This thesis work will involve the 

production, selection and characterization of these 

antibodies. The tests developed will be transferred 

to a company and validated with different bacterial 

strains producing various beta-lactamases in 

different biological sample (blood cultures, urine, 

rectal swabs). 

 

 


