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Introduction générale

L'utilisation massive et répétée des antibiotiques a favorisé I'apparition de souches bactériennes
résistantes aux antibiotiques existants. Ces dernieres sont reconnues comme une menace majeure
pour la santé humaine puisqu’elles ont été responsables d’environ 4,95 millions de morts en 2019 dans
le monde et les estimations prévoient 10 millions de déces annuels d’ici 2050. La perspective que le
monde entre dans une ere post-antibiotique est une possibilité réelle. La propagation rapide de
bactéries multi-résistantes, pour lesquelles I'arsenal thérapeutique est devenu limité, est
particulierement préoccupante. C'est pourquoi, j'ai décidé a travers ce manuscrit de me focaliser sur

le développement et la place des tests de diagnostic dans cette lutte contre I'antibiorésistance.

Pour cela, ce manuscrit sera dédié dans un premier temps a la présentation des bactéries et I'arsenal
thérapeutique dont nous disposons en France pour faire face aux infections. La notion
d’antibiorésistance sera abordée a travers les mécanismes mis en jeu par la bactérie et ses enjeux au
niveau mondial. Par la suite, les recommandations pour aider la prise en charge du patient et orienter
le diagnostic, notamment a I'hOpital, seront détaillés avant d’aborder I'émergence des tests rapides
de diagnostic en officine par le biais d’exemples. Enfin, des solutions pour orienter plus rapidement et
efficacement le diagnostic seront détaillées grace a |'utilisation de tests pour détecter directement le

gene de résistance mis en cause.
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|. Les bactéries et le développement des antibiotiques

A. Présentation des bactéries

Les bactéries sont des micro-organismes vivants unicellulaires et sans noyau, caractéristiques des
procaryotes, faisant partie du régne des eubactéries. Les premiéres observations du monde microbien
remontent au XVII¢ siécle suite au développement de lentilles de microscope par le savant néerlandais
Antoni Van Leeuwenhoek. Puisque les bactéries datent de plusieurs millions d’années, elles ont joué
un réle essentiel dans I’évolution de la vie sur Terre. Elles font aujourd’hui partie de I’environnement,
a la fois marin et terrestre, et ne sont pas nécessairement pathogenes. En effet, nombre d’entre elles
sont présentes a la surface de notre peau mais aussi au sein de notre microbiote intestinal et sont
nécessaires au bon déroulement de notre systéme immunitaire, on parle de bactéries commensales.
Toutefois, lorsque I'équilibre bactérie - hote est dérégulé, la bactérie peut a terme provoquer une
infection. Afin de contrer le développement de ces infections dues, a la fois a des bactéries directement
pathogénes ou a celles qui le deviennent au cours de leur vie, il est nécessaire de pouvoir les traiter

avec un traitement adapté.

Les avancées majeures en microbiologie ont permis de mieux comprendre le réle des bactéries en
santé humaine ainsi que leurs compositions. Une bactérie est constituée d’'une enveloppe, d’un ADN
chromosomique circulaire et unique au sein du cytoplasme et dans certains cas, la présence de
plasmides, également appelé ADN extra-chromosomique, est observée. Ces bactéries sont également
caractérisées par une paroi plutét complexe souvent prolongée par la présence de flagelles.
L’ensemble des constituants de la bactérie étant essentiel a sa survie, chacun peut devenir une cible

pertinente pour les antibiotiques afin de les tuer ou de limiter la prolifération de celles-ci.

Pour introduire la problématique des bactéries et les cibles thérapeutiques potentielles, nous
décrirons plus spécifiquement, a travers ce premier chapitre, les différents constituants des bactéries
afin d’en exposer les cibles éventuelles puis dans un second temps, nous détaillerons les antibiotiques

disponibles de nos jours.

1. L'enveloppe

L'enveloppe de la bactérie est une structure complexe et dynamique permettant d’assurer
I'interaction avec les cellules voisines ainsi que la survie de la bactérie face au monde extérieur. Elle

est constituée a minima d’une membrane cellulaire et d’une paroi.

Selon la structure de I'enveloppe, il est possible de distinguer trois types de bactéries : les bactéries

Gram négatif, les bactéries Gram positif ainsi que les bactéries possédant une enveloppe atypique. Ces
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dernieres, comme les bactéries de I'ordre des Mycobacteriales, sont définies ainsi car difficilement

interprétable par la technique classique de coloration de Gram, décrite ci-dessous.

i. Différenciation des bactéries a l'aide de la coloration de Gram

Les bactéries peuvent étre groupées selon plusieurs classifications :
> La classification de Linnée qui permet de définir le régne, 'embranchement, la famille ainsi
que l'espece et le genre.
> La classification en fonction de leur besoin en oxygéne afin de différencier les bactéries
aérobies, anaérobies et les bactéries aéro-anaérobies facultatives.
» La classification de Gram qui permet de distinguer les bactéries Gram positif et négatif en

fonction du résultat de la coloration.

Dans cette sous-partie, il sera décrit uniquement la classification en fonction de la coloration de Gram

puisqu’elle reste la méthode de référence en laboratoire d’analyse microbiologique aujourd’hui.

L’enveloppe des bactéries Gram positif est constituée d’'une membrane plasmique unique et d’'une
couche épaisse de peptidoglycane en contact direct avec le milieu extérieur, permettant le maintien
de l'intégrité cellulaire. L'enveloppe des bactéries Gram négatif est, quant a elle, reconnaissable grace
a ces deux membranes lipidiques. En effet, elle possede une membrane interne et une membrane
externe entourant le milieu périplasmique constitué d’une fine couche de peptidoglycane, ainsi qu’un

polymeére appelé lipopolysaccharide (LPS) au niveau de la membrane externe (Figure 1).1!

Acide téichoique
/ Acide lipotéichoique

Porine Lipide A

. I . I v jo If i- ﬁ " IT Lipopolysaccharide
o

. i
Peptidoglycane ] (

Membrane
externe

e e e e e e e e e e e o ] Peptidoglycane

Espace périplasmique [ Périplasme
Membrane plasmique a1 I m I Membrane interne
Ll ~
(a) Protéine membranaire Cytosol (b) Cytosol

Figure 1 : (a) Représentation d'une bactérie Gram positif. (b) Représentation d'une bactérie Gram négatif. Réalisé avec
Biorender

Cette différence au niveau de I'enveloppe de la bactérie peut donc étre détectée par la technique de
la coloration de Gram, mise au point par le bactériologiste danois Hans Christian Gram en 1884.1 Pour
cela, différentes étapes sont réalisées sur le prélevement :

» Une premiére coloration par du cristal violet est effectuée pendant une minute
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Apres un rincage a I'eau, I'échantillon est recouvert d’une solution iodée ou de lugol
Aprés une minute, le deuxieme rincage a l'eau est réalisé

Une décoloration de la préparation est réalisée avec un mélange alcool/acétone

YV V V V

Un troisiéme ringage a I'eau est réalisé avant de recolorer I’échantillon par un contre-colorant :
solution de safranine ou de fuchsine
» Un dernier lavage a I'eau suivi d'un séchage sur papier-filtre est réalisé pour I'examen

microscopique

A la fin du test, une coloration en violet indique la présence de bactéries Gram positif alors qu’une
coloration rose est caractéristique des bactéries Gram négatif. Cette différence de résultat s’explique
par la différence d’épaisseur de la couche de peptidoglycane. En effet, dés la premiére étape de
coloration, toutes les bactéries apparaissent en violet mais seules les bactéries possédant une fine
couche de peptidoglycane peuvent étre décolorées ensuite par le mélange alcool/acétone. En effet,
I’alcool va extraire les lipides contenus dans la membrane externe des bactéries Gram négatif et ainsi
augmenter la porosité de la paroi qui ne peut plus fixer le complexe violet-lugol conduisant a une
décoloration de la bactérie capable d’étre recolorées par la solution de safranine. Au contraire, la paroi
des bactéries Gram positif étant caractérisée par une couche épaisse de peptidoglycane, elle est
capable de retenir le complexe violet-lugol et de ce fait étre moins sensible a la décoloration par

I’alcool.B!

ji. Structure des membranes plasmiques bactériennes

> Membrane externe

La membrane externe des bactéries est composée d’'une double couche de phospholipides ainsi que
de glycolipides liés au peptidoglycane permettant de jouer le réle de barriere. En effet, cette
membrane permet de protéger la bactérie de I'entrée de composés néfastes tels que des sels biliaires,
xénobiotiques, mais aussi de s’assurer du passage de petites molécules hydrophiles a travers des
canaux OMP (Integral Outer-membrane proteins). A I'inverse, cette membrane permet également

d’éviter la perte de composants depuis I'espace périplasmique vers I'extérieur.

Une des particularités des bactéries Gram négatif est la présence du lipopolysaccharide (LPS) au niveau
de la membrane externe. Celui-ci joue un réle indispensable tant d’un point de vue structurel que
fonctionnel dans la perméabilité sélective de la paroi de la bactérie. Ce LPS est important pour la survie
de la bactérie et peut étre reconnu via les TLR-4 (Toll-like receptor 4) par les cellules immunitaires de
I’'hote telles que les monocytes ou macrophages. Le LPS est ubiquitaire mais étant spécifique a chacune

des bactéries, I’hote peut alors adapter sa réponse en fonction de la bactérie. Toutefois, il est
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également un facteur de virulence pour les bactéries pathogénes puisqu’il est capable de s’opposer

aux défenses immunitaires de I’hote infecté.*>!

Le LPS est constitué de trois parties distinctes : le lipide A, le noyau oligosaccharidique et I'antigene O
(aussi appelé polysaccharide O). Tout d’abord, le lipide A est ancré dans la membrane cellulaire tandis
qgue les sucres sont disposés sous forme de feuillets depuis la surface de la membrane externe.
L’association des sous-unités oligosaccharidiques est générée de maniére indépendante et c’est une
fois entierement synthétisé qu’il sera capable de venir s’attacher au lipide A pour obtenir le LPS (Figure
2).

Noyau oligosaccharidique

Noyau Noyau
externe interne

Antigéne O

A

Lipide A

Figure 2 : Structure du lipopolysaccharide chez les bactéries Gram négatif 6]

Concernant la synthese du LPS, celle-ci est réalisée dans le cytoplasme de la bactérie. D’une part, le
lipide A est composé d’une structure disaccharidique D-GlcN-D-GlcN reliée par une liaison a 1-6.
D’autre part, le noyau oligosaccharidique peut étre divisé en deux : le noyau interne qui se lie au lipide
A et le noyau externe qui se lie aux différentes unités de I'antigene O. Enfin, les unités variées du
polysaccharide O sont assemblées par des glycosyltransférases conduisant a une région extrémement
variable chez les bactéries Gram négatif (Figure 2). Ce polymere situé sur la partie la plus externe du
LPS est appelé antigene O puisqu’il est la partie ciblée par les anticorps de I'hote, a I'origine de la
réponse immunitaire. Toutefois, c’est le lipide A, majoritairement conservé chez les bactéries, qui est
responsable de I'activité endotoxique du LPS, c’est pourquoi, suite a la réponse immunitaire de I’hote,
le lipide A peut étre libéré et déclencher une réponse inflammatoire importante a I'origine, dans

certains cas, d’un choc septique.®

» Membrane interne

La membrane interne des bactéries, constituée d’'une double couche de phospholipides, est une
barriére de perméabilité plus importante que la barriere constituée par la membrane externe vis-a-vis
du passage d’ions ou de toutes autres molécules. Cet agencement dynamique regroupe la majorité
des protéines extracellulaires telles que les lipoprotéines ainsi que les protéines intégrales qui passent

a travers la membrane grace a leurs domaines a hélice transmembranaire.
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D’un point de vue fonctionnel, cette membrane interne est essentielle puisqu’elle est le siege de
plusieurs mécanismes physiologiques tels que les mécanismes énergétiques (réaction de
phosphorylation oxydative), la biosynthése des lipides, la production des précurseurs de la paroi ou

encore la sécrétion de protéines.

jii. Structure de la paroi bactérienne

La paroi bactérienne est majoritairement constituée du peptidoglycane. Celui-ci est un
hétéropolymere fortement réticulé présent a la surface de la membrane plasmique chez les bactéries
Gram positif et entouré par les deux membranes chez les bactéries Gram négatif. Sa structure en
réseau confere a la bactérie une certaine rigidité et joue un réle dans le maintien de son intégrité

cellulaire face a diverses modifications de pression osmotique.”’

Chez les bactéries Gram négatif, ce peptidoglycane est représenté sous la forme d’une fine couche
tandis qu’une couche épaisse est caractéristique d’une bactérie Gram positif. Il est représenté par un
squelette de polysaccharide formé par I'alternance d’acide N-acétylmuramique (NAM) et de N-
acétylglucosamine (NAG) reliés par des liaisons B-1,4-glycosidique et de chaines latérales d’acides
aminés (Figure 3). Des ponts inter-peptidiques permettent a I'ensemble de ces chaines d’étre
articulées. Chez les bactéries Gram positif, on retrouve dans ces diverses couches de peptidoglycane,

les acides téichoiques et lipotéichoiques se liant aux NAM.®!

La synthese du peptidoglycane peut étre résumée en 3 étapes :
» Une étape cytoplasmique pour la synthése des précurseurs UDP-NAG et UDP-NAM-
pentapeptide
» Une étape membranaire pour I'export de I'intermédiaire lipidique a la membrane

» Une étape pariétale pour I'allongement des chaines de peptidoglycane et sa réticulation

Chez les bactéries Gram négatif, la biosynthése du peptidoglycane débute par la formation de "'UDP-
N-acétylglucosamine (UDP-NAG) a partir du fructose-6-phosphate. Puis, I'UDP-NAM (UDP-N-
acétylmuramique) est obtenu a partir de 'UDP-NAG grace a I'activité catalytique de I'enzyme MurA,
qui transfere un groupement énolpyruvyle a partir du phosphoénolpyruvate. Différentes aminoacyl
ligases vont ensuite ajouter de maniére séquentielle des acides aminés a I'unité UDP-NAM de maniére
a obtenir un pentapeptide formé d’un tripeptide L-Ala-D-Glu-L-Lys ou acide diaminopimélique (DAP),
et d’un dipeptide D-Ala-D-Ala. Ce pentapeptide est ajouté a I'unité UDP-NAM pour obtenir I'unité UDP-

NAM-pentapeptide, également appelé Nucléotide de Park. 1%

Ensuite, le groupement phosphate de ce nucléotide est transféré sur un transporteur lipidique pour
former le lipide | puis une molécule d’"UDP-NAG est transférée sur le NAM-pentapeptide pour obtenir

le précurseur de base : NAG-NAM-pentapeptide ou lipide Il. L'ensemble est transféré a travers la
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membrane grace a I'action d’une flippase Mur). Par la suite, la polymérisation du pentapeptide
nécessite d’une part, I'action des transglycosidases de maniére a former les différents brins de glycane
et d’autre part, I'action des transpeptidases, comme les protéines liant la pénicilline (PBPs) pour
former les liaisons peptidiques entre une L-Lys et I'avant derniere D-Ala d’une chaine peptidique

juxtaposée, a I'origine du peptidoglycane réticulé (Figure 3).1*!

> N-acétylglycosamine (NAG)
< N-acétylmuramique (NAM)

o O OTHOH OO Peptidoglycane
D-glu g ' mature
L-lys ' H
D-ala Tra&epm’as& : '
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Figure 3 : Synthese du peptidoglycane. Réalisé avec Biorender

2. Composition intracellulaire et extracellulaire de la bactérie

Aprés avoir décrit I'enveloppe de la bactérie, il est important de noter que le cytoplasme contient un
ADN chromosomique unique circulaire. En effet, les bactéries possedent un seul exemplaire de
matériel génétique. Cependant, en plus de cet ADN génomique, les bactéries possedent généralement
un ou plusieurs plasmides, également appelés ADN extra-chromosomiques. Ces derniers pouvant étre
transmis a d’autres bactéries, ils sont souvent a I'origine de phénomene de résistance. De plus, de
nombreux ribosomes, lieu essentiel a la synthése protéique, sont retrouvés dans les cytoplasmes des

bactéries.

D’un point de vue structurel, les bactéries et notamment les bacilles peuvent étre allongés par des
flagelles. Ces derniers sont des cils filamenteux prenant naissance au niveau de la membrane
plasmique. Leur nombre peut varier entre 1 et 30 en fonction des espéeces bactériennes. lls sont

composés de flagellines et sont essentiels a la mobilité des bactéries.*?

28



De fagon plus fréquente chez les bactéries Gram positif, des pili peuvent étre observés a la surface des
bactéries. On distingue deux types de pili :
» Les pili communs, plutot courts et nombreux, jouant un réle dans I'adhérence aux différentes
mugueuses.
> Les pili sexuels, plus long et moins nombreux, ayant un réle dans le phénoméne de conjugaison

lorsque les bactéries échangent leur matériel génétique.

De plus, une capsule peut étre retrouvée de maniére facultative chez certaines bactéries, c’est
notamment le cas chez Klebsiella pneumoniae. Cette derniére permet de protéger la bactérie contre

I’environnement et contre une réponse du systéeme immunitaire de I’héte.

B. Le développement des antibiotiques

1. Historigue des antibiotiques

Les médicaments visant a soigner les maladies infectieuses sont reconnus comme étant la plus grande
avancée en médecine humaine du XX® siecle mais pour autant, les premieres préparations
pharmaceutiques sont beaucoup plus anciennes. En effet, il y a plus de 2500 ans, des préparations de
soja moisi ont démontré des propriétés thérapeutiques en Chine, tout comme ['utilisation de

moisissures en Ancienne Egypte et Gréce qui ont prouvé leur efficacité sur des plaies infectées. 13

A la suite d’étude sur les agents microbiens, Louis Pasteur conclut en 1877 que les animaux ne
développaient aucun signe de maladie lors de I'injection concomitante du bacille d’anthrax (Bacillus
anthracis) et de bactéries non pathogénes.' Cette notion a ensuite été définie sous le terme de
« antibiose » pour décrire la substance active d’un organisme permettant de combattre certaines

maladies et également capables de tuer les autres organismes pour se protéger lui-méme.

Toutefois, le terme « antibiotique », décrit comme étant une substance qui conduit a la mort du
pathogeéne a quant a lui été introduit une premiére fois en 1871. C'est en 1889 que Rudolf Emmerich
et Oscar Low développent le premier antibiotique utilisé dans les hopitaux : la pyocyanase. Ce
médicament, extrait du Bacillus pyocyaneum, a démontré des propriétés thérapeutiques en induisant
la mort du bacille de la diphtérie et des germes de streptocoques en dix minutes ainsi que celle du

bacille de la typhoide et des staphylocoques en vingt-quatre heures.

Grace aux progres en médecine et face aux ravages liés aux maladies infectieuses telles que la syphilis

ou la tuberculose, les scientifiques commencent des les années 1900 a se pencher sur le sujet des
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pathologies infectieuses. En effet, Paul Erlich, a découvert le Salvarsan®, médicament dérivé de

I'arsenic, en 1910, devenant ainsi le traitement de référence contre la syphilis.

C'est en 1928 qu’Alexander Fleming, bactériologiste britannique, découvre et identifie la pénicilline.
En effet, il se rend compte a son retour de vacances, que ses cultures de staphylocoques ont été
contaminées par le champignon Penicillium notatum. |l remarque que les bactéries ne se développent
plus a I’endroit ou le Pénicillium prolifére et émet I’hypothése que ce dernier synthétise une substance
qui blogue le développement de la bactérie. C'est alors que nait la pénicilline, substance responsable
de ce phénomene. Il a fallu attendre 1940 pour qu’Howard Florey et Ernst Boris Chain donne suite a
cette découverte pour isoler la pénicilline qui est toutefois trés faible en quantité pour un usage en
clinique. De ce fait, une nouvelle levure, le Penicillium chrysogenum, qui produit jusqu’a deux cent fois
plus de pénicilline, est isolée et purifiée pour permettre une production a grande échelle et faire de
cette molécule, un antibiotique majeur pour traiter les soldats pendant la Seconde Guerre

Mondiale.*!

Par la suite, en 1935, un biochimiste allemand, Gerhard Domagk, synthétise le sulfamidochrysoidine
connu sous le nom de Prontosil® pour traiter des maladies qui étaient jusqu’a ce jour mortelles. Ce
composé de la famille des sulfamides démontre une activité antibactérienne et devient le premier
antibiotique produit par hémisynthese, suivi par de nombreuses autres classes d’antibiotiques

développées au milieu du XX¢ siécle. ¢!

C'est en 1942 a la suite des travaux de Selman Waksman que le terme « antibiotique » est entré dans
le langage courant scientifique, on parle de I’age d’or des antibiotiques. Ces derniers sont définis
comme désignant I’'ensemble des molécules qui permettent de tuer ou d’inhiber la prolifération des

bactéries, on parle alors d’antibiotiques a effet bactéricide ou bactériostatique.

Apreés plus d’un siécle, nous possédons a ce jour un large éventail thérapeutique pour lutter contre les
infections bactériennes en France. C'est pourquoi, dans la suite de ce chapitre, les différentes classes
d’antibiotiques seront explicitées selon leur mode d’action, de facon a exposer I'arsenal thérapeutique

dont nous disposons aujourd’hui.

2. Arsenal thérapeutique disponible en France

L'ensemble des constituants essentiels a la bactérie peuvent étre ciblés, ce qui nous permet de
regrouper les médicaments actuels selon différentes classes en fonction de leur mode d’action (Figure

4).
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On retrouve notamment :

» Les médicaments qui ciblent la synthése de I'enveloppe bactérienne

o Soit en inhibant la synthése du peptidoglycane au niveau de la paroi, c’est le cas de la

grande famille des B-lactamines, des glycopeptides ainsi que de la fosfomycine.

o Soit en désorganisant les membranes, c’est le cas des lipopeptides et les polymyxines.

» Les médicaments qui se lient au ribosome bactérien pour inhiber la synthése protéique, c’est

le cas des aminosides, des tétracyclines, des macrolides, des phénicolés, de I'acide fusidique

ou encore des oxazolidinones.

> Les médicaments qui ciblent ’ADN bactérien, c’est le cas, d’'une part, des fluoroquinolones

ainsi que des sulfamides antibactériens qui menent a un arrét de la réplication de I’ADN, et

d’autre part, des 5-nitro-imidazolés qui conduisent a une destruction de I’ADN.

ADN ADN gyrase et
topoisomérases

* Fluoroquinolones

Syntheése de l'acide folique
Sulfamides
antibactériens
Triméthoprime

Synthése protéique
bactérienne

~ 8 * Aminosides
~B ~& N - Tétracyclines
_ * Macrolides
Ribosome + Phénicolés
+ Acide fusidique

+ Oxazolidinones

* B-lactamines
Synthése de | * Glycopeptides
I'enveloppe | * Fosfomycine
bactérienne | * Lipopeptides

* Polymyxines

Figure 4 : Représentation des familles thérapeutiques et leurs cibles. Réalisé avec Biorender.

En France, les antibiotiques peuvent étre divisés en quatorze grandes familles qui different selon leur

mode d’action. L’'ensemble de I'arsenal thérapeutique aujourd’hui disponible est représenté dans le

Tableau 1 ci-dessous. La majorité des antibiotiques sont bactéricides a I’exception des sulfamides,

cyclines et macrolides qui eux sont bactériostatiques c’est-a-dire qu’ils conduisent a un arrét de la

prolifération des bactéries.
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Tableau 1 : Représentation des différents antibiotiques actuellement sur le marché en France répartis selon leur cible et leur famille.

Cible Famille Sous-famille Molécules (DCI) sur le marché en France
Pénicillines A Amoxicilline, Ampicilline
Pénicilline G Benzylpénicilline sodique
Pénicilline V Oracilline
Pénicillines Pénicilline M Oxacilline, Cloxacilline
Carboxypénicillines Ticarcilline, Témocilline
Uréidopénicilline Pipéracilline
Amidinopénicilline Pivmécillinam
CiG Céfadroxil, Céfradine, Céfazoline, Céfalotine, Céfaclor, Céfalexine
Inhibiteurs de la B-lactamines C2G Céfuroxime, Céfamandole, Céfoxitine
synthése des Céphalosporines Céfixime, Cefpodoxime, Céfodiam, Ceftriaxone, Ceftazidime,
enveloppes €36 Céfotaxime
bactériennes CaG Céfépime
C5G Ceftaroline, Ceftobiprole
Carbapénéemes Imipénéem + Cilastatine, Méropéném, Ertapénéem
Monobactame Aztréonam
Glycopeptides Teicoplanine, Vancomycine, Dalbavancine

Fosfomycine

Fosfomycine trométamol

Lipopeptides

Daptomycine

Polymyxines

polymyxine E ou Colistine, polymyxine B
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Tétracycline

Inhibition de la

synthése protéique

Inhibiteurs de la

Oxazolidinones

Minocycline, Doxycycline, Lymécycline, Chlortétracycline, Méthylénecycline, Tigécycline
Amikacine, Gentamicine, Tobramycine, Streptomycine, Néomycine, Nétilmicine,
Aminosides
Spectinomycine
Erythromycine, Clarithromycine, Roxithromycine, Azithromycine, Spiramycine,
Macrolides
Josamycine
Phénicolés Chloramphénicol
Acide fusidique Acide fusidique

Linézolide, Tédizolide

synthése des acides
nucléiques

Inhibiteurs de la

Fluoroquinolones

Norfloxacine, Ofloxacine, Lévofloxacine, Ciprofloxacine, Moxifloxacine, Péfloxacine,

Loméfloxacine, Enoxacine

synthése de I'acide
folique

Destructeurs de I’ADN

Sulfamides

antibactériens

5-nitro-

Sulfadiazine, Sulfaméthizol, Sulfafurazole + Erythromycine, Sulfaméthoxazole +

Triméthoprime (Cotrimoxazole)

bactérien

imidazolés

Métronidazole, Ornidazole, Tinidazole, Secnidazole
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Pour conclure ce chapitre, 'ensemble des molécules thérapeutiques dont nous disposons aujourd’hui
ont permis de répondre a un grand nombre d’infections mais peuvent désormais échapper aux
bactéries. En effet, ces derniéres ont développé des propriétés leur permettant de contrer I'action du

médicament, a I'origine d’'un phénomeéne inquiétant appelé antibiorésistance.

Il. L’antibiorésistance

L'émergence des bactéries résistantes aux antibiotiques est reconnue comme étant un réel probléme
de santé publique. C'est pourquoi, dans ce deuxieme chapitre seront étudiés les différents
mécanismes a l'origine de ce phénomeéne puis dans un second temps, la notion d’antibiorésistance

sera illustrée par les conséquences observées en France et dans le monde.

A. Les différents mécanismes de résistance

Plusieurs mécanismes peuvent étre a |'origine d’une résistance aux antibiotiques chez les bactéries.
Dans un premier temps, la distinction entre résistance innée et acquise sera explicitée suivie dans un

second temps de la présentation des différents mécanismes de résistance existants chez les bactéries.

1. Les résistances innées et acquises

Tout d’abord, on parle de résistance innée lorsque I'ensemble des souches d’'une méme espéce
bactérienne sont naturellement résistantes a un antibiotique. Par exemple, la classe des polymyxines
est inactive sur les bactéries Gram positif puisqu’elle cible le lipide A du LPS, présent uniquement chez

les bactéries Gram négatif.

Dans d’autres cas, des bactéries peuvent développer, au cours de leur vie, une résistance a un
antibiotique donné, on parle de résistance acquise. Pour cela, les bactéries peuvent subir des
mutations aléatoires a un endroit quelconque de leur génome et une des mutations peut étre a
I'origine de la résistance a I'antibiotique. Ainsi, I'antibiotique peut tuer les bactéries dites sensibles
c’'est-a-dire ne présentant pas la mutation et seules les bactéries présentant la mutation vont survivre.
Ceci est favorisé lorsque I’emploi d’un antibiotique est inadapté, on parle alors de pression de sélection
par I'antibiotique. Les bactéries résistantes peuvent ensuite se répliquer conduisant a la dispersion des
geénes de résistance soit par transfert vertical a la génération future de bactérie soit par transfert
horizontal a d’autres agents pathogénes. La bactérie dite receveuse acquiert de nouvelles fonctions lui
permettant de s’adapter a son environnement, participant alors a I’évolution de la biodiversité mais
non sans impacts sur la santé.
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Le transfert horizontal de genes peut étre défini selon trois grands mécanismes : transformation,
conjugaison et transduction.”? Méme si le transfert de génes par transduction ou transformation
semble étre moins fréquent que la conjugaison, ils ne doivent pas étre négligés dans la propagation

rapide de la résistance aux antibiotiques.
» Transformation

Dans le cas présent, les bactéries ayant développé un état de compétence peuvent introduire dans
leur génome de I’ADN extracellulaire nu depuis I'environnement (Figure 5). En effet, I’ADN incorporé
est souvent originaire d’'une mort cellulaire ou de I'excrétion de cellules vivantes et peut étre considéré
comme une source de nutriments. Les génes de résistance aux antibiotiques peuvent étre intégrés
dans le chromosome ou le plasmide de la bactérie receveuse. Les bactéries du genre Haemophilus,
Neisseria, Helicobacter ou encore Streptococcus sont par exemple capable d’effectuer la

transformation.

Bacterial transformation

Release of
/—\ DNA
N
~ \/'
AL 2
Donor cell Ant.ibioticf
resistance gene

Recipient cell

Figure 5 : Représentation du mécanisme de transformation au sein de deux bactéries 18]

» Transduction

Le phénomene de transduction est quant a lui médié par l'intermédiaire d’un virus. Les genes de
résistance aux antibiotiques transférés d’une bactérie a une autre via des bactériophages peuvent étre

intégrés dans le chromosome de la bactérie receveuse (Figure 6).1**

En effet, une bactérie peut étre infectée par un phage et intégrera une copie de I’ADN viral au sein de
son génome. Ce dernier sera ensuite incorporé dans la capside du bactériophage. De ce fait, lorsque
le phage va se lier a une cellule receveuse, il pourra transmettre cet ADN viral recombiné qui sera

incorporé dans le génome de cette cellule et transféré de nouveau a une autre cellule.

Bacterial transduction

(g ot

phage

Phage-infected donor cell

Recipient cell

Figure 6 : Représentation du mécanisme de transduction par un vecteur viral au sein de deux bactéries [18]
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» Conjugaison

Le mécanisme de conjugaison concerne |'acquisition de matériel génétique via des contacts cellule-
cellule grace aux pili sexuels, généralement d’'une méme espeéce. Il fait appel a des éléments génétiques
mobiles tels que des plasmides afin de partager I'information génétique. En effet, une bactérie
donneuse reconnait une bactérie receveuse et peut lui transmettre un des deux brins de son ADN
plasmidique via le pilus sexuel. Puis, les brins complémentaires sont synthétisés pour chacune d’elles
et 'ADN se retrouve de nouveau sous sa forme circulaire (Figure 7). Ce phénoméne de conjugaison
étant stimulé par les antibiotiques, il est une des sources majoritaires de dissémination de résistance

dans des environnements ou les antibiotiques sont fréquemment utilisés tels que I'hopital.

Bacterial conjugation

\“”%NO_’O%)

Transposon Donor cell Recipient cell

Figure 7 : Représentation du mécanisme de conjugaison au sein de deux bactéries (18]

Ainsi, que ce soit via un transfert de plasmide ou par mutation chromosomique, I'ensemble de ces
phénomeénes confére a la bactérie un avantage sélectif.’! Ces deux procédés permettent a la bactérie
de développer une résistance aux antibiotiques via quatre principaux mécanismes (Figure 8):
I'inactivation de [I'antibiotique par la production d’enzymes, la modification de la cible de
I'antibiotique, le changement de la perméabilité de la paroi et enfin I'efflux de I’antibiotique. La suite
de cette partie abordera différents exemples illustrant ces mécanismes de résistance.

e © ]
@ Antibiotique

Plasmide 5 s
. Imperméabilité :
Ribosome — ),\\\\\ BN \\\ :\ )n\/ " modification de

la paroi

Modification

Inactivation de e l de la cible

I'antibiotique .
Efflux : augmentation
de I'expression de

pompes d’efflux

Figure 8 : Représentation des différents mécanismes de résistance d'une bactérie 21
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2. Inactivation de I’antibiotique

Tout d’abord, un des mécanismes de résistance mis en place par les bactéries est la production
d’enzymes capables d’inactiver le médicament. Ceci peut étre réalisé de deux facons différentes : soit
en ajoutant un groupement chimique a la structure du médicament soit par destruction de
I’antibiotique, le rendant de ce fait inactif.’??! Ce mécanisme de résistance étant majeur, deux exemples

seront détaillés : les enzymes modifiant les aminoglycosides et les B-lactamases.

La production d’enzymes pouvant introduire une nouvelle fonction chimique au sein de la molécule
est un moyen de résistance retrouvé a la fois chez les bactéries Gram positif et Gram négatif. On
retrouve notamment ce phénomeéne pour les antibiotiques ciblant la synthese des protéines, c’est le
cas des aminoglycosides. En effet, les bactéries peuvent produire des enzymes modifiant les
aminoglycosides (aminoglycoside modifying enzymes - AMEs) pouvant changer de maniére irréversible
la fonction hydroxyle ou amine du noyau 2-deoxystreptamine ou des sucres retrouvés dans la structure

des aminoglycosides (Figure 9).%! Elles sont classées selon leur activité biochimique en trois groupes :

» AAC : aminoglycoside acétyltransférases : permet I'acétylation des groupes amino (-NH,) de
I'antibiotique grace a I'acétyl CoA

» ANT : aminoglycoside nucléotidyltransférases : permet de transférer un groupement AMP 3
partir de I’ATP sur le groupement hydroxy (-OH) de I'antibiotique

» APH : aminoglycoside phosphotransférases : permet d’ajouter un groupement phosphate a

I'antibiotique.

OH

Sucre aminé Sucre aminé

HO

() Nucléotidylation (ANT)

2-désoxystreptamine

Figure 9 : Représentation de la structure des aminoglycosides et de I'action des AMEs

Le groupement ajouté permet un encombrement stérique, de ce fait, I'antibiotique ne peut plus se lier
a la sous-unité 30S du ribosome, il perd donc son activité antibactérienne. Il est important de noter
que ces AMEs sont codées sur des plasmides et sont de ce fait a I'origine d’une propagation rapide de

la résistance au sein des bactéries.

Dans certains cas, des AMEs a activité biochimique différente peuvent s’assembler pour donner, a
terme, un haut niveau de résistance a la grande majorité des aminoglycosides, c’est le cas de I'enzyme
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bifonctionnelle AAC(6")APH(2") retrouvée chez Enterococcus faecalis et Staphylococcus aureus.?*2
Celle-ci est capable d’inactiver la gentamicine par une phosphorylation de I’hydroxyle en position 2”
et est aussi capable d’inactiver tous les autres aminoglycosides a I'exception de la streptomycine par

une acétylation de I’hydroxyle en position 6.

Les bactéries peuvent également produire des enzymes capables d’hydrolyser I'antibiotique, le
rendant inactif, c’est le cas des B-lactamases. Ces enzymes ciblent les antibiotiques de la grande famille
des B-lactamines capable de bloquer la synthése du peptidoglycane par inhibition des PBPs (Penicillin
Binding Proteins).[®! Elles sont généralement codées sur les chromosomes ou sur des éléments
génétiques mobiles, a I'origine de leur dissémination trés rapide. Ces dernieres sont divisées en quatre
classes (A, B, C et D) selon la classification d’Ambler (Tableau 2) et peuvent cliver le cycle B-lactame
caractéristique de la famille des B-lactamines.?”8] Ces quatre classes de B-lactamases peuvent étre
divisées en deux sous-groupes : les sérines B-lactamases (SBL) pour les classes A, C et D et les métallo-

B-lactamases (MBL) regroupant les enzymes de classe B.

Tableau 2 : Classification d'’Ambler des 8-lactamases ainsi que leurs substrats et exemples. BLSE: 8-lactamases a spectre
étendu.

Classification d’Ambler Substrats Exemples

A (sérine-B-lactamases) Pénicillines et céphalosporines | Pénicillinase: TEM-1, TEM-2,

a spectre étroit SHV-1

Pénicillines et céphalosporines BLSE: CTX-M, TEM-3, TEM-4,

TEM-24, TEM-52

Pénicillines, céphalosporines et
carbapénémes

Carbapénémases : KPC

B (métallo-B-lactamases)

Toutes les B-lactamines sauf les
monobactams

Carbapénémases: IMP, VIM,

NDM

C (sérine-céphalosporinases)

Céphalosporines

BLSE : AmpC plasmidiques

D (sérine-oxacillinases)

Pénicillines

Carbapénémes

BLSE : OXA-11
Carbapénémases : OXA-23,
OXA-48
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» Les sérines B-lactamases

Les sérines B-lactamases caractérisées par un résidu sérine au niveau de leur site catalytique sont les
enzymes les plus répandues au sein des bactéries. D’un point de vue mécanistique, le groupement
hydroxyle (-OH) de la sérine attaque le cycle B-lactame pour former un intermédiaire tétraédrique. Par
la suite, les électrons au niveau de I'oxygene vont se rabattre vers le carbone et permettre la rupture
de la liaison C-N et la formation d’un acyl-enzyme. Enfin, I’hydrolyse par une molécule d’eau permet

de libérer d’une part I'enzyme et d’autre part la B-lactamine non active sous forme d’acide (Figure 10).
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H

Figure 10 : Mécanisme d'hydrolyse d'une pénicilline par une sérine 8-lactamase.

Les enzymes de classe A sont largement répandues a travers le monde en réponse a leur spectre
d’activité large incluant des pénicillinases (notamment TEM-1, largement étudié), des
céphalosporinases, des B-lactamases a spectre étendu (BLSE) telles que CTX-M et des carbapénémases
telles que KPC (Klebsiella pneumoniae carbapénémase). Il est important de noter que la production de
BLSE codée sur un plasmide est le principal mécanisme de résistance aux céphalosporines a la fois chez
Escherichia coli (E. coli) et Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae). Les B-lactamases de classe C tels
que AmpC hydrolysent préférentiellement les céphalosporines, c’est pourquoi on parle
spécifiqguement de sérine-céphalosporinases. Méme si la majorité des BLSE fait partie de la classe A,
plusieurs oxacillinases (OXA) ayant des propriétés semblables sont considérées comme des B-
lactamases de classe D. Les enzymes OXA et leurs variants sont caractérisées par leur capacité a
hydrolyser les B-lactamines avec une activité hydrolytique plus élevée pour I'oxacilline (pénicilline M).
Ces dernieres sont particulierement retrouvées chez Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) mais
également chez des Entérobactérales telles que E. coli, K. pneumoniae. Enfin, seules les enzymes de
classe A peuvent étre inhibées par des inhibiteurs de B-lactamases tels que I'acide clavulanique ou le

tazobactam.?®

» Les métallo- B-lactamases

Les enzymes de classe B sont des métallo-B-lactamases (MBL) capables d’hydrolyser le cycle B-lactame
en passant par un intermédiaire stabilisé par un atome de zinc présent au niveau du site catalytique,
comme le montre la Figure 11.1%
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Figure 11 : Mécanisme d'hydrolyse d'une pénicilline par une métallo-6-lactamase

Ces B-lactamases de classe B sont actives contre les pénicillines, les céphalosporines, les carbapénémes
mais pas les monobactams. Elles étaient initialement codées par des genes retrouvés chez des
bactéries non-pathogénes mais trés vite, ces genes se sont retrouvés chez de nombreuses bactéries
pathogenes, a I'origine d’une résistance a plusieurs familles d’antibiotiques. Il existe une dizaine de
MBL dont majoritairement les trois familles suivantes : IMP, VIM et NDM. Les enzymes VIM et IMP
sont les plus répandues et sont retrouvées chez P. aeruginosa, Acinetobacter baumannii (A.
baumannii) ainsi que chez les Entérobactérales. Elles sont encodées par des plasmides ce qui favorise
leur dissémination chez d’autres espéces bactériennes. Enfin, il n’existe a ce jour aucun inhibiteur de

métallo-B-lactamases sur le marché.

3. Modification de la cible

Un autre mécanisme de résistance développé par les bactéries est la modification de la cible de
I"antibiotique dans le but d’empécher son interaction avec I'antibiotique selon deux mécanismes : soit
en modifiant directement le site de liaison, soit en protégeant la cible en déplagant I’antibiotique du

site de liaison.

Dans un premier temps, une mutation au niveau de la cible peut conduire a un phénomene de
résistance, c’est notamment le cas pour les résistances aux fluoroquinolones. Ces médicaments
altérent la réplication de I’ADN en se liant a GyrA au niveau de I’ADN gyrase et a ParC retrouvé au sein
de la topoisomérase IV. lIs se lient a des acides aminés trés conservés tels qu’une sérine pour ’ADN
gyrase et un acide glutamique pour la topoisomérase V.3 Ainsi, des mutations dans les génes gyrA
ou parC peuvent entrainer des substitutions d’acides aminés modifiant ainsi la structure de la cible.
Toutefois, il est intéressant de noter que des mutations au niveau de la cible secondaire sont possibles
uniquement si une mutation affecte la cible primaire. Par exemple, des mutations dans gyrA en plus
de mutations dans parC chez S. aureus peuvent étre observées, conduisant a des isolats hautement
résistants. Ainsi, ces mutations affectent I'affinité des fluoroquinolones pour ’ADN gyrase et/ou la

topoisomérase IV menant ainsi a une résistance a cette famille d’antibiotiques.
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Dans un second temps, la bactérie peut déplacer I'antibiotique de sa cible pour la protéger. Ce
mécanisme de résistance est communément retrouvé pour les antibiotiques ciblant la synthese
protéique au niveau du ribosome. C’est le cas des deux protéines Tet(M) et Tet(O) jouant un réle crucial
dans la résistance aux tétracyclines.*? Elles sont codées par des éléments génétiques mobiles et sont
donc facilement distribuées chez de nombreuses espéces bactériennes. Elles agissent comme
homologues des facteurs d’élongation (EF-G) retrouvés lors de la synthése des protéines. Pour cela,
elles se lient au ribosome, ce qui induit une modification de conformation, rendant impossible
I'interaction des tétracyclines avec leur site de liaison. Ainsi, ces protéines se substituent a la place des

tétracyclines de maniére compétitive permettant une reprise de la synthése protéique bactérienne.3!

4. Diminution de la perméabilité membranaire

La bactérie peut également modifier la perméabilité membranaire grace a des porines présentes a sa
surface. Ce mécanisme est majoritairement retrouvé chez les bactéries Gram négatif limitant I'entrée
du médicament a travers la membrane externe. Ce sont notamment les antibiotiques hydrophiles,
comme les B-lactamines, tétracyclines et les fluoroquinolones qui sont particulierement affectés par
ce changement de perméabilité puisqu’ils utilisent généralement des canaux pour faciliter leur passage
a travers la membrane externe.’* C’est pourquoi, Pseudomonas est peu sensible aux B-lactamines
suite a un changement ou une diminution de I'expression de porines a la surface de leur membrane

externe.B

La perméabilité membranaire peut décroitre a la suite de différents mécanismes d’altération des
porines : un changement du type de porine, une expression diminuée des porines ou une modification

de la fonction des porines.

Plusieurs porines sont décrites dans la littérature, notamment OmpF, OmpC et PhoE responsables de
résistance chez E. coli mais également OprD chez P. aeruginosa conduisant a une paroi imperméable

a I'entrée des carbapénéemes.

5. (Sur)expression de pompes d’efflux

Enfin, le dernier mécanisme de résistance d’une bactérie consiste en la réduction de la concentration

intracellulaire des antibiotiques par expression et surexpression de pompes d’efflux.

En effet, les pompes d’efflux sont des protéines membranaires de transport, naturellement présentes
chez la bactérie, qui permettent I'expulsion de substrats toxiques (métaux lourds, sels biliaires,

xénobiotiques...) et de déchets métaboliques endogenes depuis I'espace périplasmique vers 'extérieur
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de la bactérie.’®”) Elles sont classées en cing familles selon leur mode d’action et leur structure (Figure
12). On distingue les transporteurs ABC (ATP-Binding-Cassette), les transporteurs MATE (Multidrug
And Toxic Compound Extrusion), les transporteurs MFS (Major Facilitator Superfamily), les
transporteurs SMR (Small Multidrug Resistance) ainsi que les transporteurs RND (Resistance-

Nodulation cell Division).
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Figure 12 : Représentation des 5 familles de pompes d'efflux bactériennes

Ces protéines peuvent conférer a la bactérie une résistance vis-a-vis d’'une seule classe d’antibiotiques,
c’est le cas des pompes d’efflux des macrolides « Mef » chez Streptococcus pneumoniae.®® D’autre
part, la pompe d’efflux « Tet » de la famille MFS reconnait spécifiquement les tétracyclines. Celle-ci
traverse uniquement la membrane interne, c’est pourquoi, elle peut étre retrouvée a la fois chez les

bactéries Gram négatif et positif. 2%

Toutefois, la plupart des pompes d’efflux sont responsables de multirésistance car elles sont capables
de prendre en charge plusieurs familles d’antibiotiques de structures chimiques tres différentes. C’'est
le cas des pompes de la famille RND, telle que AcrAB/TolC retrouvée chez les Entérobactérales comme
E. coli et K. pneumoniae."*” Cette pompe d’efflux est uniquement présente chez les bactéries Gram

négatif en raison de sa structure tripartite comprenant (Figure 13) :

» Une pompe d’efflux (AcrB) au niveau de la membrane interne
» Une porine (TolC) au niveau de la membrane externe

» Une protéine de fusion (AcrA) au niveau de I'espace périplasmique
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Figure 13 : Structure de la pompe AcrAB/TolC (401

Cette pompe permet l'efflux de l'antibiotique vers I'extérieur de la bactérie grace a une force
protomotrice. Elle est capable d’expulser différentes familles dont les macrolides, les B-lactamines, les
quinolones, les oxazolidinones ainsi que les tétracyclines. Les genes codant ces pompes sont retrouvés
sur le chromosome bactérien mais peuvent également étre le résultat de mutations aléatoires
conduisant a une surexpression de ces pompes. Ainsi, elles sont amplement impliquées dans la
multirésistance des bactéries Gram négatif et constituent une cible privilégiée pour lutter contre

I’antibiorésistance.

L'ensemble des mécanismes de résistance détaillés dans cette partie est aujourd’hui responsable
d’une montée exponentielle de I'antibiorésistance. Dans cette seconde sous-partie, les causes et les

conséquences de la résistance seront explicitées a I’échelle nationale et mondiale.

B. Emergence des bactéries multirésistantes

Les antibiotiques ont, pendant de trées nombreuses années, démontré leur efficacité en diminuant de
facon considérable la mortalité due aux infections bactériennes. Notre arsenal thérapeutique pour
lutter contre les maladies infectieuses est efficace, mais ne suffit pas a traiter 'ensemble des
infections. En effet, leur efficacité a conduit a l'utilisation massive, répétée, abusive et parfois
inadaptée de ces médicaments favorisant alors la sélection de souches bactériennes a I'origine de la
résistance aux antibiotiques, également appelé antibiorésistance. C’est d’ailleurs pour cela
gu’Alexander Fleming avait, des 1945, alerté sur le risque de résistance aux antibiotiques en donnant
déja quelques conseils de bonne conduite. Ainsi, 'augmentation rapide d’infections causées par les

bactéries résistantes représente une menace majeure pour la santé humaine puisque I'efficacité des
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antibiotiques est altérée menant les patients vers une impasse thérapeutique allant jusqu’a une

augmentation du nombre de décés en France./*!

L'émergence de I'antibiorésistance est d’une part, liée a la pollution de I'air, des eaux ainsi qu’a un
usage excessif des antibiotiques en élevage et d’autre part, aux activités humaines et aux échanges
internationaux. Pour alerter sur ce sujet, Santé Publique France a publié les chiffres concernant la
consommation d’antibiotiques en ville entre 2011 et 2021 (Figure 14a). Celle-ci a montré en 2020 une
nette diminution liée a la pandémie de la Covid-19. En effet, le confinement, les gestes barrieres ainsi
que la diminution voire I'absence d’épidémies saisonnieres ont joué un réle prédominant dans la chute
de la consommation d’antibiotiques. A l'inverse, a I'hopital, un accroissement important de
prescription d’antibiotiques a été observé lors de cette pandémie mondiale. Ceci est illustré par une
étude qui révele que 74.6% des patients hospitalisés pour la Covid-19 avaient regu des antibiotiques
alors que seuls 6.9% présentaient une infection bactérienne.*? Parallélement 3 la baisse des gestes
barriéres en 2021, I'utilisation des antibiotiques a de nouveau augmenté.*® Toutefois, malgré une
incitation a la baisse des prescriptions d’antibiotiques, la France reste aujourd’hui un pays sur-
consommateur d’antibiotiques en médecine humaine avec un usage de plus de 30% par rapport a la

moyenne européenne, se classant quatriéme au rang européen (Figure 14b).1*
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Figure 14 : (a) Représentation des prescriptions d'antibiotiques en ville entre 2011 et 2021. (b) Représentation de la

consommation d'antibiotiques au niveau européen [4s]
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Une étude parue dans le journal Lancet Planet Health a montré qu’au niveau mondial I'usage
d’antibiotiques en pédiatrie a augmenté de 46% entre 2000 et 2018. Ceci est a |'origine d’'une
résistance trés élevée notamment en Iran ol plus de 80% des souches bactériennes Pseudomonas,
Acinetobacter et E. coli sont devenues résistantes a des antibiotiques de premiére intention de la
famille des B-lactamines: I'amoxicilline ainsi que I'ampicilline.*>*¢! Cette montée de bactéries
résistantes aux antibiotiques est particulierement importante en Inde et Thailande alors que le taux

d’incidence le plus faible est retrouvé dans les pays nordiques comme la Suéde et la Norvége.[*”

Toutefois, face au manque de développement de nouveaux antibiotiques, ce phénomene
d’antibiorésistance est aujourd’hui considéré comme une véritable priorité de santé publique,
d’autant plus que le nombre de cas de résistance aux traitements augmente de facon préoccupante a
travers le monde, notamment en Afrique Subsaharienne, région du monde la plus touchée. En effet,
selon le rapport « Global Burden of Bacterial Antimicrobial Resistance », publié dans le Journal Lancet,
les infections associées a I'antibiorésistance ont conduit a 4,95 millions de morts dans le monde en
2019 dont 1,27 millions directement attribuables & des bactéries multirésistantes.!*® C’est pourquoi,
I’Organisation Mondiale de la Santé a établi une liste de plusieurs pathogénes et les a classés comme
étant critiques et préoccupants puisque certaines souches sont résistantes aux céphalosporines ou
carbapénémes, connus comme étant les antibiotiques de derniére intention (Figure 15). D’apreés la
liste récemment mise a jour, on y retrouve notamment A. baumannii ainsi que les Entérobactérales
telles que E. coli et K. pneumoniae.”” De plus, ce phénoméne est trés inquiétant puisque les
estimations prévoient 10 millions de décés annuels d’ici 2050, selon le rapport de Jim O’Neill.>% || est
donc indispensable de découvrir de nouvelles stratégies pour lutter contre I'émergence de bactéries

multirésistantes (MDR) et extrémement résistantes (XDR).

D carbap i Acinetobacter b
Raw data

Percentage of isolates with resistance
B <5% [C140to <50%
W5t <10%  [E150t0 <60%
[@10to<20% [E@60to <70%
[020to<30% MA70to <80%
[J30t0<40% MEM=80%

Figure 15 : Incidence d'A. baumannii résistant aux carbapénémes au niveau mondial
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Pour conclure, la montée de ces bactéries résistantes est une réelle menace pour 'Homme qui se
retrouve face a une impasse thérapeutique. Ainsi, face a ce phénomeéne inquiétant retrouvé a I’échelle
mondiale et au manque de développement de nouvelles molécules thérapeutiques, nous pouvons
étudier les recommandations actuelles mises en place en France pour guider la mise en place

appropriée d’un traitement antibiotique dans le but d’aider a la lutte contre I'antibiorésistance.

lll. Les recommandations actuelles pour guider le diagnostic

Dans ce troisieme chapitre seront détaillées les recommandations actuelles frangaises, en particulier,
le principe et le réle de I'antibiogramme en clinique. Dans un second temps, nous étudierons son
utilisation a I'hopital et les différents critéres de choix de la thérapeutique apres interprétation des

résultats.

A. Réalisation d'un antibiogramme

Tout d’abord, I'antibiogramme est une technique utilisée en clinique pour évaluer la sensibilité d'une
bactérie vis-a-vis d’un ou plusieurs antibiotiques. En plus d’orienter dans le choix de I'antibiotique pour
traiter l'infection bactérienne, ce test in vitro permet également de surveiller I'apparition de
résistances a différents antibiotiques et ainsi éviter la propagation du pathogene au sein d’'une méme
unité. Il reste aujourd’hui un outil trés apprécié des cliniciens et son utilisation a I’h6pital est toujours
d’actualité. Les techniques d’interprétation ainsi que la qualité de I'ensemble des composants de
I’'antibiogramme font I'objet d’instructions et d’une standardisation de la part de 'EUCAST (EUropean
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) et du CLSI (Clinical and Laboratory Standards

Institute).>

Le modele utilisé est celui de I'inhibition de la croissance bactérienne. Pour cela, I'antibiogramme est
réalisé a partir d’un échantillon biologique tel que du sang ou des urines prélevés chez le patient. Cet
échantillon dans lequel on suspecte la présence de bactéries est ensuite isolé et mis en culture sur un

milieu solide ou liquide avec différents antibiotiques afin de déterminer leur sensibilité.

1. Méthode de diffusion sur milieu solide

Dans un premier temps, la mise en culture de I’échantillon sur milieu solide utilise la méthode de
diffusion sur gélose également appelée méthode des disques. Pour cela, un inoculum de bactérie est

déposé sur un milieu de culture puis des disques imprégnés d’une concentration fixe d’antibiotiques
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sont apposés sur ce milieu. C’'est seulement aprés une nuit d’'incubation que l'interprétation peut avoir

lieu pour évaluer la sensibilité de la bactérie.

i. Le milieu de culture

Le milieu de culture utilisé pour la majorité des bactéries est la gélose de Mueller-Hinton. Ce milieu
nutritif doit répondre a diverses exigences de fagon a évaluer au mieux la sensibilité des antibiotiques
et ainsi pouvoir interpréter facilement et sans erreurs le résultat final.’? Celui-ci doit permettre une
croissance satisfaisante de la bactérie et il est important d’avoir un pH compris entre 7.2 et 7.4
puisqu’un pH trop acide peut augmenter I'activité des B-lactamines alors qu’a l'inverse, un pH trop
basique peut augmenter I'activité des aminosides et ainsi fausser le résultat. Outre le pH, la teneur en
cations bivalents comme le calcium Ca?* doit &tre ajustée puisqu’ils peuvent interférer avec le mode
d’action des médicaments de la classe des polymyxines par exemple. Enfin, aprés avoir contrélé ces
différents paramétres, le milieu de culture est coulé dans des boites de Pétri rondes avant d’étre séché
pour étre prét a I'emploi. Celui-ci est coulé sur 4 mm d’épaisseur pour respecter les gradients de

concentrations des antibiotiques déposés dessus par la suite.

ji. Les disques d’antibiotiques

Iy

Les disques sont préparés a partir d’un papier absorbant contenant une concentration fixe
d’antibiotiques. Chacun d’entre eux sont identifiables grace a une abréviation de I'antibiotique en trois
lettres comme par exemple AMX pour amoxicilline, IPM pour imipenéme, etc. Tous les disques
d’antibiotiques sont espacés d’'une méme distance. De plus, I'antibiotique peut diffuser a travers la
gélose de deux fagons différentes, soit par diffusion verticale en profondeur dans le milieu, soit par

diffusion horizontale avec une concentration maximale de I’antibiotique au niveau du disque.

jii. L’inoculum bactérien et I'ensemencement

Ce parametre est un élément important puisqu’une densité anormale de bactéries peut impacter le
résultat de I'antibiogramme. Pour cela, la suspension est préparée dans de |’eau physiologique stérile
qui est ensuite ajustée grace a un densitometre ainsi qu’un étalon d’opacité déterminé par 'échelle

de McFarland.

Quinze minutes plus tard, 'ensemencement par écouvillonnage doit avoir lieu. Pour se faire, a I'aide
d’un écouvillon préalablement plongé dans la suspension cellulaire, I'objectif est de former des stries
sur I’ensemble de la surface de la boite de Pétri afin d’avoir une distribution uniforme des bactéries.

Apres avoir ajouté la suspension cellulaire, les disques d’antibiotiques sont appliqués au niveau de la
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surface grace a un distributeur automatique ou a défaut, manuellement, puis I'’ensemble est incubé

dans les quinze minutes suivantes.

iv. Incubation et lecture du résultat de "antibiogramme

L’ensemble va incuber vingt-quatre heures a 37°C puis le résultat pourra étre observé. Si les différents
parametres précédents ont été appliqués correctement alors une zone d’inhibition circulaire et
homogene autour du disque est obtenue. En effet, aprés incubation, un disque de couleur translucide
est observé ce qui montre que la bactérie était sensible a I'antibiotique et a donc été tuée par celui-ci

tandis que tout le reste de la boite est opaque confirmant ainsi la présence de bactéries.

Les diametres des zones d’inhibitions autour du disque peuvent étre mesurés avec précision grace a la
transparence a travers la boite de Pétri retournée (Erreur ! Source du renvoi introuvable.). Le diameétre d
‘inhibition étant proportionnel a la sensibilité de la bactérie, ces valeurs sont comparées a celles

définies par les autorités pour ensuite passer a la derniere étape qui est l'interprétation du résultat.

¢~ — @ — —>1  0:Zone d'inhibition

d : Diamétre du disque

Culture bactérienne

|
E-{-—J mm de gélose Mueller-
J— Disque antibiotique Hinton

Gradient de diffusion de I'antibiotique

Figure 16 : Schéma récapitulatif de la préparation de la gélose pour un antibiogramme 52

V. Interprétation du résultat de I'antibiogramme

Autrefois, I'interprétation de I'antibiogramme par un professionnel de santé permettait de classer la
bactérie comme étant résistante (R), a un stade intermédiaire (I) ou sensible (S) a un antibiotique.
Depuis 2020, 'EUCAST en collaboration avec les sociétés savantes de microbiologie européennes a
redéfini les catégories « sensible » et « intermédiaire » puisque la catégorie « sensible » est devenue
« sensible a posologie standard » tandis que la catégorie « intermédiaire » est devenue « sensible a
posologie élevée »P3!

» Une souche dite « sensible a posologie standard » ou « S » est une souche pour laquelle
I'antibiotique testé peut étre utilisé selon la posologie habituelle et mener a une réussite
thérapeutique.

» Une souche dite « sensible a posologie élevée » ou « SFP » indique au clinicien que la
probabilité de succes thérapeutique est élevée si I'exposition a I'antibiotique est élevée. Pour
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cela, il convient d’administrer I'antibiotique a une forte dose ou que ce dernier se concentre
fortement au site infectieux.
» Une souche dite « résistante » ou « R » est une souche pour laquelle I'antibiotique testé ne

pourra pas traiter I'infection bactérienne quelles que soient la dose et la durée de traitement.

Ainsi, deux valeurs de concentrations et de diametres critiques peuvent étre définies :
» Une concentration critique basse « ¢ » a laquelle correspond un diameétre critique « D »

» Une concentration critique haute « C » a laquelle correspond un diametre critique « d »

Ces deux valeurs vont aider a l'interprétation de I'antibiogramme pour classer la bactérie selon la
catégorisation détaillée ci-dessus et ainsi choisir la thérapeutique la plus adaptée. En effet, les
diamétres d’inhibition mesurés (@ mesuré) sont comparés a ces valeurs de diamétres critiques pour

établir des normes selon le tableau ci-dessous.

Tableau 3 : Criteres d'interprétation de I'antibiogramme selon le diamétre mesuré et la CMI (Concentration Minimale
Inhibitrice)

Diameétre d’inhibition mesuré CMI de I'antibiotique Interprétation
@ mesuré =D CMI<c Sensible a posologie standard (S)
d <@ mesuré<D c<CMI<C Sensible a posologie élevée (SFP)
@ mesuré<d CMI>C Résistant (R)

De ce fait, les souches S sont les souches pour lesquelles la CMI de I'antibiotique est inférieure ou égale
a la concentration critique basse « ¢ », ce qui correspond a un diametre supérieur ou égale au diametre
critique « D ». D’autre part, les souches R sont les souches pour lesquelles la CMI du médicament est
supérieure a la concentration critique haute « C » et donc avec un diameétre mesuré inférieur au
diametre critique « d ». Pour les souches SFP, le diamétre mesuré est compris entre les deux diameétres

critiques.

2. Méthode de dilution en milieu liquide

De nos jours, laméthode la plus répandue est la méthode de dilution en milieu liquide. Cette technique
consiste a mesurer la croissance bactérienne en présence de concentrations croissantes

d’antibiotiques dans différents tubes ou microplaques.

Pour cela, il convient de préparer une série de tubes avec le méme milieu de culture liquide (environ

deux mL) puis d’y ajouter une gamme de concentrations croissantes d’antibiotiques a tester tout en
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gardant un tube comme contréle pour témoigner de la croissance de la bactérie. L'ensemble est
inoculé avec une méme quantité de bactérie puis incubé a 37°C pendant 18 heures. C’'est seulement
apres cette durée d’incubation que la CMI pourra étre lue. Si le tube devient trouble, cela veut dire
que la bactérie s’est multipliée, a l'inverse, le premier tube de couleur translucide permet de
déterminer la CMI c’est-a-dire la concentration la plus faible capable d’inhiber la croissance

bactérienne (Figure 17).

Croissance Absence de croissance
bactérienne bactérienne
A A

= T
2 4 8 16

Gamme de concentrations t
croissantes d'antibiotiques
CMI

Figure 17 : Principe de la détermination de la CMI d'un antibiotique par la méthode de dilution en milieu liquide [54]

La méthode de I'antibiogramme en milieu liquide peut également étre semi-automatisée grace a une

lecture spectrophotométrique ou turbidimétrique des micropuits.

L’antibiogramme reste la technique de référence pour évaluer la sensibilité d’une bactérie vis-a-vis
d’un antibiotique. C’est pourquoi nous allons étudier les criteres de choix du traitement en fonction

des résultats de I'antibiogramme et explorer différents cas de figures en fonction de I'infection.

B. Utilisation de I'antibiogramme a I’h6pital

1. Définition des critéres de décision dans le choix de la thérapeutique

L'antibiogramme est largement utilisé a I'hOpital pour aider et guider au mieux la prise en charge
thérapeutique. Les critéres de décision se font sur la base des savoirs des sociétés savantes telles que
la Société Francaise de Microbiologie et des recommandations émises par la SPILF (Société de
Pathologie Infectieuse de Langue Francaise) en relation avec les autorités de santé francaise telles que
la HAS (Haute Autorité de Santé), Santé Publique France ainsi que I’ANSM (Agence Nationale de
Sécurité du Médicament et des produits de santé). Cette derniére émet a la fois un protocole de prise
en charge et une synthése des recommandations a destination du prescripteur.®™ Chaque

établissement de santé prend en compte les recommandations nationales de la SPILF mais sont libres
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de les adapter a leur propre situation régionale voire méme a la situation de I'établissement lui-méme.
En effet, il est indispensable de rester vigilant quant a la notion de portage et il ne faut pas oublier
gu’un grand nombre de parameétres environnementaux joue un réle important et ne sont pas a

négliger dans la mise en place d’un traitement, malgré I'existence de recommandations bien codifiées.

Dans cette partie seront étudiés les différents cas de figures possibles en clinique, a savoir, la mise en
place d’un traitement probabiliste ainsi que I'attente des résultats de I'antibiogramme pour prescrire

un traitement documenté.

i. Mise en place d’un traitement probabiliste

Tout d’abord, pour des raisons évidentes, un traitement sans examen complémentaire sera mis en
place dans le cas ou une espéce bactérienne n’est pas cultivable et auquel cas la réalisation d’un
antibiogramme est impossible. Une espéece est définie comme étant non cultivable lorsque son activité
métabolique est considérée comme étant trop faible pour se diviser dans un milieu de culture. Le choix
de la thérapeutique se fait a la suite de surveillance au niveau national aprés avoir obtenu des succes

cliniques sur ces bactéries.

De plus, la mise en place d’un traitement sans examen préalable peut étre illustrée par le cas clinique
le plus courant qui est I'infection urinaire simple. La cystite correspond a une infection urinaire
bactérienne au niveau de la vessie. Cette derniere est tres fréquente chez les femmes puisque pres
d’une femme sur deux est touchée au cours de sa vie et est dans la plupart des cas, sans gravité. Les
symptomes caractéristiques d’une cystite sont des sensations de brilures en urinant, des envies
fréquentes avec une élimination d’urine en petite quantité (pollakiurie) ainsi qu’une douleur en bas du

ventre.

Dans plus de 90% des cas, la cystite est causée par la bactérie E. coli, naturellement présente au niveau
de la flore commensale du tube digestif, capable de remonter dans la vessie par I'uretre afin de s’y
multiplier et &tre a I'origine des symptdmes décrits ci-dessus.® L’urétre jouant un réle important dans
la délocalisation de cette bactérie, c’est pour cela que les femmes sont plus fréquemment touchées

en raison de la faible longueur de celui-ci.

Face a ces épisodes fréquents dans la population, la SPILF a codifié des recommandations de prise en
charge en 2016 qui ont ensuite été revisitées en 2018. Ces derniéres montrent qu’en absence de
facteurs de risques de complication, il est suffisant de réaliser uniquement une bandelette urinaire
réactive capable de détecter la présence de leucocytes et/ou de nitrites dans les urines pour établir le
diagnostic de cystite et ainsi introduire un traitement antibiotique.®” Dans ce cas précis de cystite
aigué sans signe de complications, un traitement a base de fosfomycine en une seule prise est
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préconisé en premiéere intention ou du pivmécillinam pendant cing jours en deuxieme intention, selon
les recommandations officielles. En effet, les autorités ayant suffisamment de recul sur cette infection,
ils estiment que E. coli est majoritairement sensible a la fosfomycine et de ce fait, il n’est pas nécessaire
de réaliser des analyses plus poussées telles qu’un examen cytobactériologique des urines (ECBU) suivi
de la mise en culture de la bactérie. Ce dernier sera prescrit dans le cadre d’un échec thérapeutique
lorsque la fosfomycine a été mise en place ou d’emblée si le patient présente une cystite a risque de

complication, de récidive ou autres facteurs de risques.

D’autre part, puisque le délai des résultats d’un antibiogramme est de plusieurs jours, un traitement
probabiliste peut étre mis en place afin de traiter le plus rapidement possible I'infection chez le patient.
Cela concerne essentiellement les infections graves a risque d’évolution mais également des infections

plus bénignes nécessitant tout de méme une intervention rapide.

Par exemple, dans le cas ou une méningite bactérienne est suspectée chez le patient, il est important
de réagir face au risque d’évolution inévitable pour ce dernier. En effet, cette infection peut provoquer
une méningo-encéphalite dans le cas ou elle a atteint d’autres parties du systeme nerveux central mais
également une septicémie a la suite d’une infection généralisée.® Pour établir le diagnostic, une
ponction lombaire est réalisée dans I’heure suivant son admission puis I'antibiogramme est
directement effectué sur le liquide cérébrospinal, c’est-a-dire le liquide qui circule entre les méninges
et dont on suspecte une infection. Toutefois, face a cette urgence absolue, I'antibiothérapie est
immédiatement mise en place dans I’heure apres I'arrivée a I’hopital voire au plus tard dans les trois
heures suivant I'admission. Dans certains cas, |'antibiothérapie peut étre prescrite avant méme la
réalisation de la ponction lombaire, c’est le cas lorsqu’il y a suspicion de purpura fulminans ou si une

contre-indication a la ponction lombaire est connue.

Méme si les méningites virales causées par des virus de la famille des entérovirus sont les plus
fréquentes, les méningites bactériennes représentent tout de méme 20 a 25% des méningites
communautaires et sont considérées comme étant plus graves que les méningites virales. Plusieurs
pathogénes peuvent étre a I'origine de cette infection bactérienne : c’est le cas de Streptococcus
pneumoniae (pneumocoque, germe le plus fréquemment responsable), Neisseria meningitidis
(méningocoque et majoritairement les méningocoques B, C, W et Y), Listeria monocytogenes,

Haemophilus influenzae ainsi qu’E. coli.

Ainsi, face a cette diversité d’especes bactériennes, I'intérét de la mise en place d’un traitement

probabiliste a large spectre est de maximiser les chances de réussite thérapeutique avant de
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déterminer la bactérie mise en cause. Le traitement utilisé en premiere intention fait partie des
céphalosporines de troisieme génération : céfotaxime, ceftriaxone par voie intraveineuse. Toutefois, il
sera important de surveiller la réponse a ce traitement dans un contexte émergent de la résistance

aux céphalosporines de troisieme génération.

fi. Attente des résultats de l'antibiogramme pour la mise en place d’un traitement

antibiotique

Dans le cadre de cystites a risque de complication, un ECBU est prescrit et lorsque le traitement peut
étre différé de 24 a 48 heures, alors I'antibiothérapie initiale est directement adaptée en fonction des
résultats de I'antibiogramme. En effet, chez certains patients, la cystite peut devenir plus grave et des
complications possibles peuvent subvenir. C'est notamment le cas chez la femme enceinte, I'’homme
a risque de développer une prostatite ou épididymite, chez les personnes agées de plus de 75 ans et

également chez les patients ayant une maladie rénale chronique sévére.

Chez ces patients a risque et lorsque le traitement peut étre différé, alors un antibiogramme est réalisé
dans le but de mettre en place un traitement documenté. En fonction des résultats, différentes voies
thérapeutiques peuvent étre utilisées selon le schéma suivant :

» Premiére intention : amoxicilline

» Deuxiéme intention : pivmécillinam

» Troisiéme intention : nitrofurantoine

» Quatrieme intention : fosfomycine - trométamol

» Cinquiéme intention : triméthoprime

L'infection urinaire au cours de la grossesse est relativement fréquente en raison de la compression
de la vessie par I'utérus qui conduit a une évacuation incompléte des urines. C’est pourquoi, chez la
femme enceinte sans risque antérieur d’infection urinaire, la réalisation d’'une bandelette urinaire une
fois par mois a partir du quatrieme mois de grossesse est demandée. Tandis que chez les femmes a
risque d’infection urinaire, un ECBU est directement demandé dés la début de la grossesse suivi d’un

examen mensuel a partir du quatrieme mois de grossesse.

Ainsi, ce suivimensuel permet de dépister lorsqu’une colonisation urinaire est présente chez la femme
enceinte. Celle-ci est définie lorsque le taux de bactériurie est supérieur a 10° UFC/mL. En cas de
colonisation urinaire positive, un antibiogramme est immédiatement réalisé et le traitement sera
adapté en fonction des résultats. Dans ce cas, aucun traitement probabiliste n’est mis en place. Les
recommandations de la SPILF en fonction de I’antibiogramme sont les suivantes™ :

» Premiére intention : amoxicilline

» Deuxiéme intention : pivmécillinam
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» Troisiéme intention : fosfomycine - trométamol
» Quatrieéme intention : triméthoprime

» Cinquiéme intention : nitrofurantoine ou cotrimoxazole ou amoxicilline + acide clavulanique

2. Les limites de I'antibiogramme

L'antibiogramme a démontré son utilité et son efficacité dans la prise en charge des patients atteints
d’une infection bactérienne, toutefois, son utilisation présente des limites. En effet, cette technique
est applicable uniquement aux bactéries cultivables sur milieux de cultures et conduit donc a un
mangque de traitement documenté pour les bactéries non ou difficilement cultivables. De ce fait, un
traitement probabiliste a large spectre est obligatoire pour ces bactéries. Toutefois, I'utilisation de ces
antibiotiques peut avoir un impact sur des bactéries non-pathogenes nécessaires a notre mode de vie

et peut également impacter et majorer le développement de I'antibiorésistance.

Ensuite, I'antibiogramme ne peut jouer son réle que lorsque I'on dispose d’informations sur |'étiologie
de l'infection. En effet, selon les bactéries isolées a partir du prélevement, I'antibiogramme sera

effectué uniquement sur les espéces susceptibles d’intervenir dans |'étiologie de la maladie.

Enfin, I'antibiogramme est un outil in vitro et ne peut prédire totalement le comportement et
I’efficacité d’un antibiotique in vivo. En effet, plusieurs parameétres interviennent dans I'efficacité in
vivo tels que le choix du protocole thérapeutique, la bonne ou mauvaise pénétration de I'antibiotique
dans les cellules notamment pour des infections par des bactéries intracellulaires, I'influence de
I'organisme du patient en particulier son métabolisme sur le médicament ainsi que I'apparition de
résistance au cours du traitement. Dans d’autres cas, suite aux résultats de I'antibiogramme, il peut
étre nécessaire d’avoir recours au diagnostic moléculaire tel que la PCR (Polymerase Chain Reaction)
multiplex pour diagnostiquer les mécanismes de résistance de la bactérie. Ces résultats seront

complémentaires a ceux issus du diagnostic phénotypique.

Ainsi, ce chapitre a montré I'importance de I'antibiogramme dans la lutte contre I'antibiorésistance
puisqu’il permet de choisir I'antibiotique adapté pour traiter I'infection bactérienne et ainsi limiter
I'utilisation d’antibiotiques inappropriés favorisant I'émergence de bactéries résistantes. Cependant,
des limites existent quant a son utilisation. En effet, sa réalisation ne peut prédire totalement
I’efficacité d’un antibiotique en clinique et ne peut se faire qu’a I’'hopital en collaboration avec les

laboratoires de biologie médicale, posant ainsi des limites quant a son utilisation en officine. C’'est
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pourquoi, le prochain chapitre se focalisera sur 'utilisation des tests rapides de diagnostic en officine,

leurs principes, atouts et intéréts dans la lutte contre I'antibiorésistance.

IV. L'émergence des tests rapides de diagnostic en officine

A. Les tests rapides de diagnostic in vitro (TDR)

Tout d’abord, les tests de diagnostic in vitro sont des dispositifs d’analyse d’échantillons biologiques
prélevés chez le patient tels que le sang, I'urine, ou la salive dans le but d’établir un diagnostic ou un
dépistage.®” En plus d’une utilisation en laboratoire de biologie, ils peuvent é&tre réalisés par des

professionnels de santé de proximité dans le but d’obtenir rapidement des résultats.

Le développement de ces tests a vu le jour au début des années 1980 et sont aujourd’hui de plus en
plus utilisés grace a I'innovation technologique ainsi que la miniaturisation des dispositifs. D’un point
de vue réglementaire, ces dispositifs in vitro sont encadrés par le réglement européen 2017/746 et

font I'objet de suivis réguliers de la part des autorités de santé.

Grace aux résultats rapides, ils peuvent jouer un rbéle non négligeable dans la lutte contre
I"antibiorésistance. C'est pourquoi, nous verrons, au cours de ce chapitre, la composition des différents
tests rapides de diagnostic ainsi que leurs avantages et intéréts dans la prise en charge du patient puis

des exemples de dispositifs de diagnostic retrouvés en ville seront décrits.

1. Les différentes méthodes de tests de diagnostic

Parmi les techniques mises en ceuvre au sein d’un test de diagnostic, on retrouve essentiellement les
méthodes immunologiques permettant de mettre en évidence I'antigene de la bactérie et les

méthodes biochimiques pour la détection d’activités enzymatiques de la bactérie.!®

Dans un premier temps, les méthodes biochimiques mettent en évidence différentes activités
enzymatiques de la bactérie, c’est ce qui est typiquement utilisé pour détecter la leucocyte estérase
afin de quantifier la présence de globules blancs dans les urines (leucocyturie). Cette méthode est

notamment retrouvée pour le dépistage des infections urinaires.

Dans un second temps, les méthodes immunologiques, largement répandues, comprennent d’une
part, les techniques d’agglutination et de coagglutination, qui nécessitent des particules de latex

recouvertes d’anticorps, qui en présence d’antigenes vont conduire a une agglutination, on parle de
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méthode directe.®? Toutefois, en raison d’une faible sensibilité, cette technique est aujourd’hui trés
peu utilisée mais est tout de méme retrouvée pour la détection de streptocoques du groupe A. D’autre
part, on retrouve les techniques ELISA ou méthode indirecte puisqu’il y aura formation d’'un complexe

antigene-anticorps lorsque les antigénes bactériens seront en contact avec les anticorps.

De facon plus précise, plusieurs formes de méthodes ELISA sont aujourd’hui disponibles au sein des

tests de diagnostic rapides. On retrouve notamment :

> Les techniques basées sur une révélation du complexe antigéne-anticorps par réaction

enzymatique

Pour cela, les anticorps sont couplés a une enzyme et la révélation du complexe se fera grace a I'ajout
d’un substrat de cette enzyme. La couleur obtenue permet ainsi une détection qualitative des
antigénes bactériens. Toutefois, puisque la sensibilité n’est pas assez suffisante, d’autres méthodes

ont été développées.

> Les technigues basées sur 'immunochromatographie

Dans ce cadre, I'échantillon biologique migre par capillarité sur une membrane de nitrocellulose
jusqu’a interagir avec un anticorps permettant d’obtenir une bande colorée en guise de signal
d’interaction antigéne-anticorps. C’'est pourquoi on parle de migration chromatographique faisant
appel a une révélation immunologique. Dans le but de confirmer la bonne migration de I’échantillon,
une bande dite contrdle apparait et lorsque la substance a détecter est présente dans I'échantillon une
seconde bande apparait. Ce principe est largement utilisé dans les tests de diagnostic, retrouvés sous

forme de bandelettes ou de cassettes.

> L'immunoessai optique

Cette derniere méthode, plus rare, est basée sur le changement de propriétés optiques d’une plaque
de silicium. En effet, lorsqu’elle est en présence de I'antigene bactérien d’intérét, cette derniere
devient jaune, marqueur de la présence d’'un complexe immun, alors qu’elle reste violette, si aucun
complexe immun ne s’est formé. Cette méthode est majoritairement utilisée pour le diagnostic de

bactéries difficilement cultivables comme Chlamydia ou encore Mycobacterium.

Apres avoir exposé les différentes méthodes utilisées dans les tests rapides de diagnostic, nous allons

maintenant illustrer ces propos par différents exemples utilisés en ville de nos jours.
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2. Utilisation des tests de diagnostic rapides en ville

Différents tests de diagnostic sont aujourd’hui disponibles en médecine de ville lors de la pose d’un
diagnostic, notamment les tests rapides d’orientation diagnostique (TROD) pour les angines a
streptocoques et les bandelettes urinaires pour dépister les infections urinaires. Ces tests ont fait leur
apparition en consultation de ville puisque leur réalisation est compatible avec la durée d’'une
consultation. En effet, le résultat du test est obtenu aprés dix a quinze minutes, permettant ainsi

d’orienter le diagnostic rapidement et d’adapter le traitement dans la méme consultation.

i. Exemple 1 : utilisation des tests de diagnostic rapide des angines a streptocoques a I'officine

C’est face a une augmentation du nombre de cas de rhumatismes articulaires aigués d’évolution rapide
et de syndromes de choc toxique aux Etats-Unis dans les années 1980 qu’il a été préconisé de surveiller

attentivement les infections bactériennes a Streptococcus pyogenes.!®!

Les angines sont des inflammations aigués de I‘oropharynx qui peuvent étre d’origine virale (80% des
cas) ou bactérienne (20% des cas). Dans le cas d’une infection bactérienne, I’angine a streptocoques
du groupe A ou S. pyogenes est la plus fréquente, notamment chez I'enfant (25 a 40% contre 10 a 25%
chez I'adulte).y Cette bactérie Cocci Gram positif strictement humaine est capable de détruire
entierement les globules rouges retrouvés en périphérie de la colonie, on dit que cette bactérie est

responsable de B-hémolyse.

Toutefois, la distinction entre une angine virale ou une angine a streptocoques du groupe A ne peut
pas étre identifiée cliniquement, c’est pourquoi, le développement de tests rapides d’orientation
diagnostique (TROD) permet de distinguer I'origine de I’angine et ainsi prescrire des antibiotiques
uniquement en cas d’angine streptococcique. C'est ainsi que depuis 2016 et dans le cadre de la lutte
contre I'antibiorésistance, le gouvernement francais, avec ’ANSM, ont permis le recours de maniere
plus systématique aux TROD pour les angines en ville dans le but de permettre une prescription
raisonnée d’antibiotiques. Suite a I'avenant 18 de la Convention Nationale Pharmaceutique, les TROD
angines sont désormais remboursés a 70% par la sécurité sociale depuis le 1¢" janvier 2020, et le reste
par la complémentaire santé, et font partie des nouvelles missions du pharmacien d’officine. En effet,
le patient peut se diriger vers son médecin traitant mais également vers son pharmacien, connu
comme professionnel de santé de proximité, pour réaliser le test. En fonction du résultat, il lui délivre
les conseils pour soulager les symptomes de I’angine virale ou I'oriente vers le médecin traitant pour
une prescription d’antibiotiques avec présentation du résultat du TROD. Dans certains cas, lorsque le
patient se dirige en premiéere intention chez le médecin, ce dernier peut recourir a une prescription

dite conditionnelle d’antibiotiques. Cela signifie que le pharmacien doit réaliser le TROD et si le résultat
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s’avere positif pour une angine d’origine bactérienne, alors il peut dispenser I'antibiotique, tandis que

si le résultat est négatif, alors il ne prend pas en compte I'ordonnance du médecin. (¢

En 2019, quatorze tests diagnostiques d’angines étaient commercialisés en France. Dans le but de
décrire un de ces tests, prenons I'exemple du test Streptatest® de Biosynex.® Ce test permet la
détection des antigenes du streptocoque du groupe A (SGA) suite a un prélevement oropharyngé a
I'aide d’un écouvillon. La boite du test est composée d’une part, d’un contréle positif streptocoque A
inactivé ainsi qu’un controle négatif du streptocoque A et d’autre part, d’'un réactif d’extraction A
(nitrite de sodium 2M) et d’un réactif d’extraction B (acide acétique 0,2M). Le Streptatest® utilise la
technique d'immunochromatographie sur membrane. Pour cela, un anticorps anti-streptococcique A
est fixé au niveau de la zone « test » puis un deuxieme anticorps anti-streptococcique A marqué a des

particules de latex est retrouvé au niveau de la zone d’immersion de la membrane. 667

D’un point de vue pratique, quatre gouttes du réactif d’extraction A puis quatre gouttes du réactif
d’extraction B sont déposés dans un tube d’extraction. Ensuite, le prélevement est effectué a I'aide de
I’écouvillon puis celui-ci est déposé dans le tube d’extraction contenant les deux réactifs. Apres avoir
agité I'écouvillon dans le tube et attendu une minute, I'écouvillon peut étre retiré du tube et Ia

bandelette peut étre plongée dans la préparation pour lire visuellement le résultat aprés cinqg minutes.

Les réactifs utilisés permettent d’extraire I'antigene des streptocoques du groupe A de I’écouvillon. Ce
dernier se lie de maniére spécifique a I'anticorps anti-streptococcique A conjugué a des particules de
latex puis la préparation va migrer le long de la bandelette pour former un complexe avec I'anticorps
anti-streptococcique A fixé au niveau de la zone de test. Le résultat du test est obtenu sous la forme
de bandes colorées. En effet, la présence d’une bande rouge au niveau de la zone de contréle montre
la conformité du test, si celle-ci n’est pas présente, alors le test n’est pas valide et le résultat ne peut
pas étre correctement interprété. Lorsqu’une deuxiéme bande rouge apparait au niveau de la zone
test, cela indique un résultat positif pour une angine d’origine bactérienne aux streptocoques du
groupe A, tandis que I'absence de cette bande a ce méme endroit indique un résultat négatif (Figure

18).
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Figure 18 : Représentation des différents résultats possibles du TROD angine a streptocoques du groupe A

Ces tests sont caractérisés par leur sensibilité c’est-a-dire la capacité a identifier les patients porteurs
de la bactérie et leur spécificité c’est-a-dire la capacité a ne pas détecter les patients non porteurs du
germe. Selon les tests, la sensibilité du diagnostic est comprise entre 87,3 et 97,6%, tandis que la

spécificité est comprise entre 94,7 et 100%.

Ainsi, ce test de diagnostic des angines a streptocoques A peut jouer un réle important dans la lutte

contre I'antibiorésistance en permettant |'utilisation raisonnée des antibiotiques.

ji. Exemple 2 : utilisation des bandelettes urinaires pour les infections urinaires en ville

Un autre exemple de tests rapides de diagnostic largement utilisés en pratique est I'emploi de
bandelettes urinaires pour détecter différents problemes de santé comme des maladies du foie, du
rein ou encore des infections urinaires. En effet, ce test est composé de divers réactifs chimiques
permettant de détecter des paramétres ou composants de |'urine, tels que le pH, la présence de

protéines, leucocytes, nitrites ou le glucose dans les urines, dans le but d’orienter un diagnostic.[®®

Il existe plusieurs types de bandelettes urinaires en fonction du nombre de parametres que I'on
souhaite détecter ou mesurer. Dans le cadre de la lutte contre la résistance aux antibiotiques, des
bandelettes permettent de dépister une cystite dans le but d’avoir une conduite raisonnée quant a la
prescription et la dispensation d’antibiotiques. En effet, lorsqu’un patient présentant des symptomes
d’infection urinaire consulte un médecin, le diagnostic se fait a partir d’'un examen clinique et d’une
bandelette urinaire réactive pour analyser les composants présents dans les urines. Pour cela, les
bandelettes les plus fréquemment utilisées possedent quatre zones de réactifs pour contréler de
maniére rapide quatre parametres différents : les leucocytes, les nitrites, les protéines et la présence
de sang dans les urines./® En effet, la présence de nitrites obtenues aprés transformation des nitrates
issus de I'alimentation marque la présence d’entérobactéries au niveau du tractus urinaire. Toutes les

bactéries ne produisent pas de nitrites car toutes ne possedent pas de nitrate réductase, c’est le cas
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des Cocci Gram positif ou de bactéries Gram négatif tel que P. aeruginosa par exemple. De plus, ces
urines infectées peuvent également étre repérées par la présence de traces de sang et d’une

augmentation du nombre de leucocytes et de protéines dans les urines.

Pour cela, le patient peut obtenir ce test urinaire aupres de son pharmacien d’officine avec ou sans
consultation du médecin au préalable, faisant I'objet de nouveaux arrétés publiés au Journal Officiel
du 30 novembre 2023.U% En effet, le patient peut directement se présenter a la pharmacie pour
réaliser le test et en fonction du résultat, deux cas de figures sont envisagés. Si le test est positif, alors
de maniere générale, le pharmacien oriente le patient vers son médecin pour qu’il puisse prescrire des
antibiotiques en présentant les résultats du test de diagnostic. Au contraire, si le test est négatif, cela
permet une prescription inutile d’antibiotiques. D’autre part, de maniére similaire a ce que I'on
retrouve pour les TROD angines, le patient peut se présenter a I'officine avec une ordonnance
conditionnelle aprés avoir consulté son médecin. Dans ce cas, le pharmacien est autorisé a dispenser

les antibiotiques prescrits sur I’'ordonnance seulement si le test s’avére positif.’

D’un point de vue pratique, le deuxiéme jet des urines du matin est recueilli au sein d’un flacon propre
de maniére a pouvoir ensuite plonger la bandelette urinaire pendant une a deux secondes dans le
flacon. Il est préférable de plonger la bandelette dans les urines plutét que verser 'urine sur la
bandelette tout en vérifiant que I'ensemble des zones réactives du test soit en contact avec les urines.
Dans le cadre des cystites, la présence de protéines, de nitrites ainsi que de traces de sang dans les
urines peut étre détectée aprés seulement une minute en contact avec les urines, et les leucocytes
apres deux minutes. Enfin, les couleurs obtenus aux quatre zones réactives de la bandelette sont
comparées a celles de I’échelle colorimétrique présente au niveau de I'emballage dans le but d’établir
le diagnostic avec des résultats fiables entre 93.1 et 97.3% (Figure 19). Toutefois, pour ne pas fausser
le résultat, il est recommandé de ne pas réaliser ce test aprés un apport alimentaire important en

nitrites ainsi que la prise de vitamine C puisque cela peut géner la détection du sang dans les urines.
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Figure 19 : Lecture des résultats de la bandelette urinaire dans le cas d'un dépistage d'infections urinaires. [72]
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L'interprétation des résultats peut donc se faire tres rapidement et sans difficulté. Dans un premier
temps, si les nitrites et les leucocytes sont négatifs, alors il n’y a probablement pas d’infections
urinaires, tandis que, si les leucocytes et nitrites sont positifs ou seulement les nitrites, cela signifie
que le patient a probablement une infection urinaire. Enfin, si les leucocytes sont positifs mais les
nitrites négatifs, il est conseillé de réaliser de nouveau ce test urinaire et si les résultats sont identiques,
le patient doit étre orienté vers son médecin.”® En cas de résultats douteux, le médecin peut prescrire
des analyses supplémentaires, notamment un ECBU (Examen CytoBactériologique des Urines) pour
rechercher la présence du germe a 'origine de I'infection urinaire ou une NFS (Numération Formule

Sanguine) pour controler le taux de globules blancs par exemple.

Pour conclure, ce dispositif urinaire est utilisé en premiere intention pour le dépistage des infections
urinaires basses. En plus de permettre une prise en charge rapide du patient avec un traitement
adapté, nous allons étudier dans la prochaine partie les avantages de ces tests rapides de diagnostic

et en quoi leur utilisation joue un role essentiel dans la lutte contre I'antibiorésistance.

B. Intérét dans la lutte contre la résistance aux antibiotiques

1. Avantages des tests rapides de diagnostic pour les patients

Dans un premier temps, grace a leur aide a la décision thérapeutique, les tests rapides de diagnostic
permettent une prise en charge optimale du patient et ainsi un meilleur suivi de la diffusion des
bactéries multirésistantes au sein d’'un méme environnement. En effet, lorsque la spécificité et la
sensibilité de ces tests sont considérées comme optimales, ils permettent une utilisation raisonnée

des antibiotiques avec un objectif principal : permettre une orientation de diagnostic rapide.’*

Ils permettent également le diagnostic différentiel entre les infections bactériennes et virales, c’est le
cas par exemple pour le StreptaTest® qui permet de différencier une angine bactérienne d’une angine
virale et ainsi d’adapter les conseils et la thérapeutique associés. D’autre part, ces tests permettent
également l'identification de germes chez un porteur sain pour adapter au mieux une

antibioprophylaxie avant tout acte chirurgical par exemple.

Ensuite, si I'infection bactérienne est avérée, I'intérét de ces tests est d’identifier efficacement le ou
les pathogéne(s) en cause et ainsi étudier leur sensibilité aux antibiotiques pour adapter le traitement
a un patient donné. Dés lors que le résultat est connu, le patient peut immédiatement bénéficier d’un
traitement adapté et éviter I'utilisation d’antibiotiques de maniére inappropriée. Ces tests permettent

au médecin d’orienter le diagnostic de maniere documentée et éviter ainsi la mise en place d’une
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antibiothérapie probabiliste a large spectre. lls s’inscrivent alors parfaitement dans I'ere de la

médecine personnalisée qui est aujourd’hui au coeur du développement des nouvelles thérapeutiques.

Ainsi, les principaux avantages de ces tests sont leur rapidité, spécificité, sensibilité ainsi que leur
simplicité et praticité. En effet, ils peuvent étre réalisés directement au lit du patient, de maniére non
invasive, sans faire appel a un laboratoire de biologie, c’est pourquoi ces tests s’integrent parfaitement
dans une routine journaliére. Enfin, le résultat est rapide puisqu’il peut étre obtenu apres 1 a 2 minutes
pour les bandelettes urinaires, 10 a 15 minutes pour des tests rapides d’orientation diagnostique, ce
qui n’est pas négligeable comparé au délai de plus de 24 heures pour les tests microbiologiques

conventionnels.

2. Un enjeu de santé publique

La consommation excessive d’antibiotiques reste aujourd’hui un probléeme de santé publique en
France puisque le nombre de prescription d’antibiotiques ne cesse d’augmenter malgré la mise en
place de campagnes de prévention. En effet, en 2022, il a été recensé plus de 800 prescriptions
d’antibiotiques en ville pour 1000 habitants, soit plus de 16.6% par rapport a 2021. Ces
consommations varient selon I'age et le sexe du patient, mais de maniére générale, une consommation
d’antibiotiques supérieure a celle de 2019 est observée chez les femmes et chez les enfants de moins
de 4 ans. Cet accroissement de prescription concerne notamment I'amoxicilline et les céphalosporines.
Or, larésistance a ces deux antibiotiques est aujourd’hui préoccupante et doit inciter les professionnels
de santé a restreindre leur prescription. C’est pourquoi, d’un point de vue de santé publique, ces tests
de diagnostic rapide peuvent intervenir en amont dans le choix de la thérapeutique et éviter ainsi la

propagation de la résistance bactérienne.

Concernant les TROD angine, leur utilisation a permis de diminuer la prescription et la consommation
d’antibiotiques depuis 2001. En effet, le Centre National de Référence des Streptocoques a observé
une nette corrélation entre I'instauration des tests auprés des médecins généralistes et la baisse de la
résistance des streptocoques du groupe A aux macrolides et lincosamides (35% en 2004 contre 5% en
2017).® Toutefois, ces tests de diagnostic restent encore aujourd’hui sous-utilisés par les médecins
généralistes. lls estiment en effet que, dans la majorité des cas, le diagnostic clinique suffit a poser le
diagnostic d’angine. De plus, d’autres parametres entrent en jeu pour les médecins : le manque de
sensibilité et spécificité optimale de certains tests, le temps supplémentaire en consultation pour
réaliser les tests ou encore I'impossibilité de le réaliser chez les enfants. Ainsi, il est important de
rappeler I'intéréts de ces tests pour les médecins généralistes puisque leur non-utilisation représente

un obstacle dans la lutte contre I'antibiorésistance.
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L'identification en amont de bactéries résistantes ou multirésistantes par les tests de diagnostic rapide
permet également a I'établissement de soin d’instaurer des mesures d’hygiénes préventives telles que
I'isolement du patient porteur de la bactérie résistante pour éviter la dissémination du portage au sein

de I'établissement et ainsi prévenir de I'’émergence potentielle de résistances.

Enfin, une analyse publiée par le Ministére de la Santé démontre que pres de la moitié des médecins
généralistes prescrivent un antibiotique de maniére non justifiée a un patient qui n’en a peut-étre pas
besoin.”” Cela pourrait &tre évité si les médecins généralistes utilisaient d’'une part, les tests de
diagnostic rapide déja existants et d’autre part, si d’autres tests étaient développés pour simplifier le
diagnostic d’une infection bactérienne. De plus, aux cotés des médecins, le pharmacien d’officine joue
un réle essentiel dans la lutte contre la résistance aux antibiotiques puisqu’il peut améliorer le suivi
des patients et favoriser la pertinence des prescriptions en réalisant directement des tests de
diagnostic sans consultation médicale au préalable. Les missions du pharmacien vont par la suite
s’élargir puisque le Projet de Loi de Financement de la Sécurité Sociale (PLFSS) 2024 prévoit la
prescription par le pharmacien lui-méme lorsque I'origine bactérienne est avérée par un test. Ceci

prévaut a la fois pour les infections urinaires ou pour les angines a streptocoques du groupe A.

3. Enjeu économique

Dans un dernier temps, I'antibiorésistance est également a 'origine d’une réelle charge économique
puisque les organismes résistants aux antibiotiques sont responsables d’'une augmentation des taux
de morbidité et de mortalité. La surconsommation d’antibiotiques en France a induit des dépenses
supplémentaires de 70 a 440 millions d’euros par an. Ces co(ts sont toutefois difficilement analysables
puisqu’en plus des colts de surconsommation d’antibiotiques s’ajoutent les colts liés a
I’hospitalisation, les consultations médicales a multiples reprises, la diffusion de germes résistants a
I'origine de contamination croisée, sans oublier les colts sociétaux avec un impact sur la vie
professionnelle. D’aprés une étude menée en 2015, I'antibiorésistance aurait entrainé a la France un
colt global de 109.3 millions d’euros./”® D’autre part, une étude plus ancienne avait montré que
I'implantation des tests pour les angines a streptocoques A permettait d’économiser environ 6 euros
par patient en moyenne, ce qui revient a une économie de 27 millions d’euros a I'année pour
I’Assurance Maladie. Cela montre que les tests de diagnostic rapide permettent d’éviter une
surconsommation d’antibiotiques et donc une diminution des colts liés aux bactéries
multirésistantes.” C’est pourquoi, il est désormais urgent de développer de nouvelles ressources afin
de limiter I'extension de I'antibiorésistance tant d’un point de vue santé publique que d’un point de

vue économique. Pour cela, en plus des campagnes de prévention aupres des patients, il est nécessaire

63



de convaincre les médecins généralistes de prendre le temps d’utiliser les tests de diagnostic rapide

pour limiter la propagation des souches résistantes.

Enfin, les tests de diagnostic rapide semblent étre une stratégie efficace pour diminuer la résistance
aux antibiotiques puisqu’elle permet de limiter |'utilisation inutile d’antibiotiques et elle s"annonce
étre la stratégie la plus économique a la fois chez I'adulte et I’enfant. En effet, une étude colt-efficacité
réalisée en 2012 a montré que l'utilisation des tests était la stratégie la plus simple a mettre en place
car rapide et pratique. La mise en culture, quant a elle, nécessite de prévoir un délai de plusieurs jours
ainsi gu’une nouvelle consultation si le résultat est positif. Dans le cas des angines bactériennes a
streptocoques A, I'utilisation des tests permet de limiter la fréquence des complications associées a
I’angine, limiter 'extension des souches résistances et ainsi limiter les dépenses de santé.”

Plus récemment, des tests pouvant identifier le ou les génes de résistance a plusieurs familles
d’antibiotiques ont été développés dans le but de toujours optimiser le choix du traitement et agir
dans la lutte contre I'antibiorésistance. C'est pourquoi, nous allons maintenant nous focaliser sur le

développement de ces tests dans le monde.

V. Développement de nouveaux tests diagnostiques

Dans la lutte contre le développement des résistances aux antibiotiques, le dépistage des genes de
résistances représente une réelle avancée. Ce chapitre abordera les tests pouvant étre utilisés pour
détecter la résistance aux bactéries Gram négatif avec dans un premier temps la description des tests
permettant la détection des B-lactamases a spectre étendu puis dans un second temps les tests
pouvant dépister la résistance aux carbapénémes. Enfin, puisque la tuberculose reste aujourd’hui
I'infection bactérienne la plus meurtriére dans le monde, les outils de diagnostic de la résistance aux

agents antituberculeux seront décrits.

A. Détection des genes de B-lactamases a spectre étendu (BLSE)

Parmi la dissémination des B-lactamases de classe A, la production de B-lactamases a spectre étendu
est aujourd’hui I'un des mécanismes de résistance le plus répandu chez les Entérobactérales,
notamment K. pneumoniae et E. coli. Ces dernieres sont capables d’hydrolyser a la fois les pénicillines,
les céphalosporines de troisieme et quatrieme générations telles que la ceftriaxone, le céfotaxime, le
ceftazidime ainsi que I'aztréonam de la famille des monobactames, mais pas les céphamycines ni les

carbapénémes. La propagation mondiale de ces enzymes est un réel probléme de santé publique
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puisque ces Entérobactérales productrices de BLSE sont responsables de 19% des infections
nosocomiales et sont associées a une augmentation de la mortalité et des co(ts liés aux soins. Les BLSE
regroupent les enzymes TEM, SHV, CTX-M, VEB et GES, parmi lesquelles, une montée croissante des
CTX-M a vu le jour a la fin des années 1980 pour se répandre de maniéere spectaculaire dans le monde

entier et étre a I'origine d’infections nosocomiales et communautaires.

Les enzymes CTX-M ou CefoTaXimases-Miinchen doivent leur nom suite a leur apparition au sein d’une
souche clinique d’E. coli détectée chez un enfant souffrant d’une otite moyenne a Munich et conférant
une résistance élevée au céfotaxime uniquement.®¥! Suite 3 la présence de mutations ponctuelles, des
variants de cette enzyme ont vu le jour et sont capables d’hydrolyser également le ceftazidime. La
propagation rapide et massive des CTX-M font de ces enzymes, les BLSE les plus répandues chez les
Entérobactérales a I’échelle mondiale. Plus de 170 variants sont aujourd’hui décrits et sont répartis en
cing groupes majeurs selon leur séquence d’acide aminés : CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 et
CTX-M-25. Une identité de I'ordre de 90% est retrouvée parmi les membres d’'un méme groupe. 3
Il est important de noter que le variant CTX-M-15 du groupe 1 est considérée comme la variante la
plus répandue dans de nombreuses régions du monde suivie de la variante CTX-M-14 du groupe 9, qui
est quant a elle, répandue en Chine, Japon, Asie du Sud-Est et en Espagne. Les enzymes du groupe 2
et 8 sont plutot retrouvées en Amérique du Sud. Enfin, les génes codant pour les B-lactamases CTX-M
sont issus des bactéries du genre Kluyvera. En effet, au sein de souches Kluyvera ascorbata a été
retrouvés des précurseurs de génes codant pour les enzymes des groupes CTX-M-1 et 2 tandis que
d’autres précurseurs de genes pour les groupes 8 et 9 ont été identifiés dans des souches Kluyvera

georgiana. L’origine des enzymes CTX-M-25 n’est, quant a elle, pas identifiée pour le moment.#%

Ainsi, face a la montée croissante des enzymes CTX-M, la détection rapide de ces enzymes est cruciale
pour permettre la mise en ceuvre de mesures de prévention des infections et de gestion des
antibiotiques, limitant ainsi le recours aux carbapénémes. C’est pourquoi, cette premiere partie de
chapitre se focalisera sur le développement et la mise au point de tests, majoritairement
immunochromatographiques, pour détecter efficacement et rapidement la présence de différents
groupes d’enzymes CTX-M. Elle présentera d’une part les approches ancestrales, a savoir les
techniques phénotypiques et biochimiques et d’autre part, le développement de nouvelles approches

telles que les techniques immunochromatographiques.

1. Utilisation des approches phénotypiques et biochimigues

f. Approches phénotypiques

Dans le milieu hospitalier, I'identification des porteurs de BLSE CTX-M est basée sur une approche

phénotypique en utilisant la méthode des disques de diffusion sur des échantillons mis en culture avec
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ou sans inhibiteur de B-lactamases. Cette méthode est considérée comme étant fiable par le Haut
Conseil de la Santé Publique, toutefois, elle est lente et nécessite I'expertise du personnel pour
I'interprétation des résultats. Des géloses sélectives peuvent également étre employées pour une
identification claire et spécifique. Dans le cas de la détection des BLSE, la gélose CHROMagar ESBL ou
chromID ESBL, développées par CHROMagar et bioMérieux, tous deux basés en France peuvent étre
utilisées par exemple. Or, le dépistage de ces résistances est essentiel dans la lutte contre la
dissémination de BLSE de type CTX-M au sein des établissements de soins, c’est pourquoi d’autres

solutions ont été développées.

ji. Approches biochimigues

Des tests biochimiques ont été développés pour s’inscrire dans cette lutte de propagation rapide des
enzymes CTX-M. Pour cela, nous retrouvons par exemple le test ETEST® BLSE développé par la société
bioMérieux en France, le test ESBL NP® développé par Liofilchem basé en Italie ou encore le B-Lacta™

produit par Bio-rad aux Etats-Unis.
Présentation du ETEST® BLSE

Tout d’abord, le ETEST® utilise la méthode de gradient de diffusion, c’est-a-dire un mélange de la
méthode de dilution avec celle de diffusion, dans le but de déterminer la CML.1®! Pour cela, une
bandelette imbibée a ces deux extrémités est déposée sur une gélose ensemencée. Ony retrouve d’'un
coté, une céphalosporine de troisieme ou quatrieme génération seule (céfotaxime, ceftazidime ou
céfépime) et de I'autre coté, la méme céphalosporine en combinaison avec I'acide clavulanique. La
CMl se lit visuellement a partir de I'échelle graduée de la bandelette en fonction de I'ellipse d’inhibition
(Figure 20). Si le rapport entre la CMI de la céphalosporine seule comparé a la CMI de I'antibiotique en
association avec I'inhibiteur de B-lactamase est supérieur a huit alors la présence du phénotype BLSE

est confirmée.

Figure 20: Représentation de la bandelette ETEST® BLSE permettant la détermination de la CMI. Ici, la CMI de la ceftazidime
seule (TZ) est de 16 ug/mL tandis que la CMI de la ceftazidime et de I’acide clavulanique (TZL) est de 0.25 ug/mL [z6]
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Présentation du test ESBL NP® et du B8-Lacta™

Le test ESBL NP® développé par la société Liofilchem et le test B-Lacta™ produit par Bio-rad utilisent
tous les deux la méme technique. En effet, ce sont des tests colorimétriques permettant de détecter
uniquement les bactéries productrices de BLSE pour le test ESBL NP® tandis que le test B-Lacta™ peut
mettre en évidence la présence de BLSE, d’autres céphalosporinases ou des carbapénémases. Dans le
but de décrire la technique, prenons I’'exemple du test ESBL NP®. Pour cela, les bactéries sont incubées
dans trois milieux contenant tous le méme indicateur de pH, le rouge de phénol, et contenant soit le
céfotaxime seul, soit le céfotaxime associé au tazobactam, soit sans aucun antibiotique. L’hydrolyse
du céfotaxime par une BLSE conduit a la formation d’un produit sous forme d’acide carboxylique
entrainant une diminution du pH et donc un changement de couleur passant du rouge au jaune. !
Dans le cas d’une BLSE, son activité peut étre inhibée par le tazobactam et de ce fait empécher
I’hydrolyse de I'antibiotique et ainsi le changement de couleur. L'intérét de tester I'échantillon en
présence du tazobactam est de différencier les producteurs de BLSE des non producteurs de BLSE

puisque ces derniers ne sont pas sensibles au tazobactam (Figure 21).
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Figure 21 : Représentation du principe du test colorimétrique ESBL NP® (871

Une étude menée par Gonzalez et al. a permis d’évaluer les performances de ces deux tests
biochimiques sur 93 isolats bactériens regroupant majoritairement des Entérobactérales,
Pseudomonas spp. et Acinetobacter spp.®® Tous ont été caractérisés par la présence de B-lactamases
au préalable. D’une part, concernant le test ESBL NP®, des résultats similaires ont été obtenus pour les
trois espéces avec une sensibilité globale de 89% et une spécificité globale de 93%. Cette méme équipe
a évalué ce test sur 450 échantillons d’urine ce qui a permis une interprétation claire de 444

échantillons avec une sensibilité et spécificité de 98% et 99.8% respectivement. Toutefois, si I'on prend
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en compte les six résultats non interprétables et qu’on les compare aux résultats obtenus lors de la
mise en culture des échantillons, alors deux d’entre eux correspondaient a des producteurs de BLSE,
ce qui n’était pas le cas des quatre autres. De ce fait, si I'on considére les résultats non interprétables
comme des faux-négatifs, alors le test posséde une sensibilité globale de 94.1%.% D’autre part, le B-
Lacta™ a permis de donner des résultats interprétables pour 80 isolats sur les 93 souches bactériennes
disponibles et a montré une sensibilité entre 89% et 77% selon que les résultats non interprétables

soient considérés comme positifs ou négatifs et une spécificité globale de 93%.

Ainsi, ces tests colorimétriques permettent de fournir une indication rapide sur la souche testée afin
de voir si elle est productrice de BLSE ou non mais ne permettent pas de déterminer précisément le
type de BLSE mis en jeu. C'est pourquoi, de nouvelles méthodes ont été développées, notamment les

tests utilisant des techniques moléculaires ou immunochromatographiques.

2. Développement de nouvelles approches

i. Approche moléculaire

Les tests moléculaires sont la méthode de référence pour la détection des BLSE et en particulier des
enzymes CTX-M grace a leur sensibilité et spécificité souvent élevées. Elles sont basées sur

I'amplification des acides nucléiques par PCR.

La technique PCR permet I'extraction de tres petites quantités d’acides nucléiques dans le but de
produire plusieurs copies d’une séquence cible de I’ADN. Elle est basée sur une répétition de cycles
divisée en trois étapes. Dans un premier temps, une étape de dénaturation permet de chauffer le
mélange réactionnel de fagon a séparer les doubles brins complémentaires de I’ADN. Ensuite, la
deuxieme étape consiste a refroidir le milieu permettant aux amorces sens et anti-sens de s’apparier
a I’ADN simple brin. Puis, le cycle se termine par une phase d’extension ou I’ADN polymérase ajoute
des nucléotides au niveau de chaque amorce de maniere a synthétiser le brin complémentaire de
I’ADN. Ainsi, a chaque cycle de PCR, le nombre de séquences ciblées de I’ADN est doublé. Les tests PCR
multiplex en temps réel permettent 'amplification de plusieurs cibles en une seule réaction et donc
dans notre cas, la détection simultanée de plusieurs génes de résistance aux antibiotiques dans un seul

test.

Deux tests sont actuellement disponibles sur le marché : le test ESBL ELITe MGB® développé par la
société francaise ELITech ainsi que le test Check-Direct ESBL Screen for BD Max™ de la société Check-

Points Health basée aux Pays-Bas.
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Présentation du test ESBL ELITe MGB®

Le test ESBL ELITe MGB® est un test de diagnostic in vitro reposant sur de la PCR multiplex en temps
réel, équipé de 2 sondes pour une amplification des genes CTX-M-1 d’une part et des génes CTX-M-9
d’autre part. Ce test permet donc de détecter précocement les enzymes CTX-M les plus largement
répandues, comme CTX-M-14 du groupe 9 et CTX-M-15 du groupe 1, dans diverses matrices telles que
des cultures ou hémocultures positives enrichies, en moins de 3 heures. L'évaluation de ce kit a été
effectuée et publiée par Girlich et al. a partir de 29 colonies constituées principalement
d’Entérobactérales et de 20 hémocultures caractérisées positives.*® Parmi les 29 colonies, le test a
montré une sensibilité de 100% et une spécificité de 96.5% en raison de la révélation d’un faux positif.
A partir des hémocultures positives, le test a montré une sensibilité et spécificité de 100%. Toutefois,
plusieurs limitations peuvent étre décrites telles que I'utilisation d’hémocultures enrichies, nécessitant
I'utilisation d’échantillons issus de vrais patients pour évaluer réellement la sensibilité du kit. De plus,
ce test ne cible que les enzymes du groupe 1 et du groupe 9 sans révéler précisément I'enzyme mise
en cause, ce qui pose des problemes en termes d’épidémiologie. En effet, son utilisation sera limitée

dans un pays ou la prévalence d’autres groupes de CTX-M tels que le groupe 2 est élevée.
Présentation du test Check-Direct ESBL Screen

Le test Check-Direct ESBL Screen, quant a lui, est capable de détecter les génes issus du groupe CTX-
M-1, CTX-M-2, CTX-M-9 et les genes SHV. |l utilise également la PCR en temps réel avec Iutilisation de
cing sondes fluorescentes pour la détection des produits amplifiés, dont quatre pour la reconnaissance
spécifique des genes BLSE et une de contréle. Ceci permet de détecter presque tous les variants
cliniquement pertinents des groupes d’enzymes mais pas les variants plus rares ni les autres familles
de BLSE mineures telles que TEM, GES ou VEB. Il est destiné a étre utilisé uniquement sur des
écouvillons rectaux ce qui permet son utilisation rapide dans le processus de diagnostic, ne nécessitant
pas de mise en culture. L'évaluation de ce kit a été réalisée sur 176 échantillons d’E. coli ou K.
pneumoniae avec seulement 6.3% des échantillons producteurs de BLSE. Le test a, cependant, détecté
12.7% des échantillons comme étant positifs au phénotype BLSE ce qui explique sa faible sensibilité de

81.8% et une spécificité de 92%.°!

De maniére générale, ces tests nécessitent un équipement spécifique au sein du laboratoire médical
ainsi qu’un personnel formé a l'utilisation de la PCR, résultant en une technique laborieuse et
colteuse. C'est pourquoi, I'objectif est de développer des méthodes beaucoup plus rentables, ne

nécessitant pas de matériel spécifique, facile a utiliser et interpréter sans formation supplémentaire
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du personnel. C’est le cas notamment du développement de techniques basées sur 'immunodosage a

flux latéral qui ont montré leur importance dans la lutte contre I'antibiorésistance.

ji. Le développement des tests immunochromatographiques

Dans le but d’obtenir des résultats fiables et rapides en quelques minutes a partir de diverses matrices
(colonies isolées sur milieu sélectif ou non, hémocultures positives, écouvillons rectaux...), les tests
immunochromatographiques ont démontré qu’ils pouvaient répondre a ces conditions. A I'inverse des
tests précédemment décrits qui détectaient les génes de résistance, ces tests sont composés
d’anticorps capables de reconnaitre les protéines codées par les génes de résistance a partir de
cultures bactériennes. Dans ce cas précis, la plupart des tests immunochromatographiques disponibles
sur le marché utilisent la méthode décrite ci-dessous (Figure 22). Cette technique consiste a déposer
I’analyte avec les antigénes, correspondant dans ce cas précis aux B-lactamases CTX-M, qui vont étre
capables de migrer le long de la membrane de nitrocellulose par capillarité. En contact avec les
anticorps marqués a I’or colloidal, un complexe antigeéne-anticorps va se former puis sera capturé par
les anticorps spécifiques de I'antigéne immobilisés au niveau de la ligne de test permettant I'apparition
d’une bande colorée. Par ailleurs, des anticorps anti-IgG sont immobilisés au niveau de la ligne de
contrdle pour capturer I'excés d’anticorps marqués aux particules d’or. La formation d’'une bande
colorée au niveau de cette ligne permet de vérifier que le test est fonctionnel et que les résultats

peuvent étre interprétés.

Flux capillaire
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Figure 22 : Principe de I'immunodosage a flux latéral appliqué a la détection de 8-lactamases. Réalisé avec Biorender et

adapté de Noster J. et al. (871

Cette technique immunochromatographique est employée pour plusieurs tests qui seront détaillés ci-

dessous.
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Présentation du test RESIST CTX-M

Le test RESIST CTX-M, commercialisé par la société Coris BioConcept permet de détecter uniqguement
les enzymes les plus répandues, notamment les enzymes CTX-M-15 du groupe 1 et CTX-M-14 du
groupe 9. Pour cela, des anticorps monoclonaux anti-CTX-M-14 et anti-CTX-M-15 sont immobilisés a
deux endroits distincts de la membrane de nitrocellulose.®” Deux autres types d’anticorps conjugués
a del'or colloidal sont également retrouvés au niveau de la membrane dont un dirigé contre un second
épitope de I'enzyme CTX-M et un autre pour le contréle du test. Ensuite, le tampon contenant une
colonie bactérienne re-suspendue a partir d’'une culture sur plague de gélose va étre ajouté au niveau
de la membrane. Par diffusion passive, I'analyte va entrer en contact avec les anticorps marqués puis
I’ensemble sera capturé par les anticorps spécifiques (anti-CTX-M-14 ou anti-CTX-M-15) au niveau de
la ligne de test correspondante. Si I’échantillon posséde les enzymes recherchées, une bande colorée
apparaitra a 'une et/ou 'autre des lignes de test. Ce test peut également capturer plus largement les
autres variants des groupes 1 et 9. Enfin, I’échantillon continue de migrer jusqu’a la derniere ligne, dite

de contréle, pour capturer I'excés d’anticorps conjugués afin de valider le test en 15 minutes.®*

L'utilisation de ce test a été évalué sur 148 isolats cliniques et a montré une sensibilité et une spécificité
de 100%. L’intérét de ce test est de distinguer la B-lactamase mise en jeu dans le mécanisme de
résistance grace a la distinction des deux cibles en deux lignes de test. De ce fait, il peut apporter une
réelle information épidémiologique. Toutefois, son utilisation doit étre réfléchie dans les régions du

monde ou d’autres enzymes CTX sont répandues.
Présentation du test LFIA-CTX

Ce principe a été appliqué au test LFIA-CTX développé par le CEA-Joliot en partenariat avec une équipe
de I’AP-HP ou l'utilisation d’anticorps monoclonaux permet de détecter non pas I’'enzyme responsable
de I'hydrolyse mais I’hydrolyse elle-méme du céfotaxime. Il permet d’identifier et de différencier la
structure du céfotaxime par rapport au produit hydrolysé obtenu en présence de B-lactamases.!*¥
Dans le cas présent, I’échantillon contenant la bactérie et le céfotaxime est déposé au niveau de la
bandelette puis des anticorps monoclonaux spécifiques du céfotaxime marqués a de I'or colloidal vont
reconnaitre le céfotaxime intact non-hydrolysé. Au niveau de la membrane de nitrocellulose, la ligne
de test est constituée du céfotaxime couplé a de la BSA (Bovine Serum Albumine) tandis que la ligne
de contréle est constitué d’anticorps capables de reconnaitre les anticorps anti-céfotaxime marqués.
Ainsi, le céfotaxime présent dans I’échantillon va entrer en compétition avec le céfotaxime immobilisé
au niveau de la membrane. De ce fait, si le céfotaxime présent dans I’échantillon est intact, alors il va
se coupler aux anticorps anti-céfotaxime marqués qui ne seront donc plus disponibles pour se lier au
céfotaxime immobilisé au niveau de la ligne de test. A I'inverse, si le céfotaxime est hydrolysé par des

céphalosporinases, alors il ne sera pas reconnu par les anticorps anti-céfotaxime qui pourront alors se
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lier au céfotaxime immobilisé et faire apparaitre une bande colorée au niveau de la ligne de test (Figure

23).

Antibody anti-

BSA Antibody recognizing - ,# ¢l 5
cefotaxime labelled

3 3 cefotaxime labelled antibody
with colloidal gold (test line) (control line)

. Résultat négatif
ample
(bacterial colony ‘ l 1 /

+ cefotaxime)

TS )
Sample pad Nitrocellulose Absorption pad

membrane

Résultat positif

Figure 23 : Principe du test LFIA-CTX ainsi que les deux résultats possibles obtenus aprés migration a travers la membrane de

nitrocellulose °4

Ce test a été validé sur 348 isolats de bactéries Gram négatif caractérisés par la présence de B-
lactamases. Sur les 310 isolats capables d’hydrolyser le céfotaxime, 307 ont été identifiés comme étant
positif par le test LFIA-CTX permettant de définir une sensibilité de 99.1% et une spécificité de 100%.
Cependant, ce test permet de détecter les B-lactamases ayant une activité d’hydrolyse des
céphalosporines et n’est donc pas capable de dire si cette activité est causée par la présence de
céphalosporinases, de BLSE ou de carbapénémases. Ainsi, dans le but de détecter précisément

I’enzyme responsable de I'hydrolyse, le test NG-Test® CTX-M-Multi a été mis au point.
Présentation du NG-Test® CTX-M-MULTI

Le NG-Test® CTX-M-MULTI commercialisé par la société NG-Biotech est un test immunologique
reposant sur la technique précédemment décrite dans le but de détecter en 15 minutes les cing
principaux groupes d’enzymes CTX-M, a savoir les CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 et CTX-M-25
a partir d’'une colonie bactérienne. De nombreux variants y compris mineurs peuvent étre détectés
montrant son importance dans des zones ou les variants de CTX-M ne sont pas les mémes que les
tendances épidémiologiques mondiales. Le panel de détection possible avec ce test est décrit dans le

tableau ci-aprés.!

Tableau 4 : Description des variants possibles a la détection par le test NG-Test® CTX-M-MULTI

Détection du groupe Détection des variants

Groupe 1 CTX-M-1, -3, -10, -15, -32, -37, -55, -57, -71, -82,
-101, -182

Groupe 2 CTX-M-2

Groupe 8 CTX-M-8

Groupe 9 CTX-M-9, -13, -14, -17, -18, -19, -24, -27, -65, -93

Groupe 25 CTX-M-94, -100
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D’un point de vue fonctionnel, des anticorps monoclonaux de souris anti-CTX-M marqués sont
présents en amont de la bandelette pour fixer 'enzyme CTX-M si elle est présente dans I'échantillon.
Le complexe formé va alors migrer par flux capillaire pour arriver a la ligne de test puis a la ligne de
contréle. Dans un premier temps, la ligne de test est constituée de trois paires d’anticorps
monoclonaux anti-CTX-M immobilisés et une bande colorée apparaitra si ces anticorps interagissent
avec le complexe antigene-anticorps. Il y a seulement trois paires d’anticorps et non cing, en raison de
la réactivité croisée de certains anticorps avec les CTX-M-8 et -25. La ligne de contréle immobilise des
anticorps polyclonaux de chévre anti-souris de maniére a pouvoir interagir avec les anticorps
monoclonaux anti-CTX-M marqués, pour rendre conforme le test & son utilisation (Figure 24). Ainsi,
si une bande colorée apparait a la fois au niveau de la ligne de test et de la ligne de contréle, alors
I’échantillon contient une enzyme CTX-M, ce qui n’est pas le cas si seule la ligne de contréle est colorée.
Si aucune bande n’apparait ou si le contrble n’est pas positif, le résultat ne peut pas étre interprété et
I’expérience doit étre de nouveau réalisée.

3 antibody pairs recognizing

the 5 groups of CTX-Ms. One

antibody of the pair labelled Apntibodies

with colloidal gold, the other recognizing labelled

immobilized on nitrocellulose
(test line)

Sample
P antibodies (control

:.:.. / line)
iy ¥ V7=

Sample pad Nitrocellulose Absorption pad

Figure 24 : Principe du NG-Test® CTX-M-MULT} ¢!

Selon I'article publié par I'équipe de Bernabeu et al., ce test a montré une sensibilité et une spécificité
de 100% quant a la détection des enzymes CTX-M a partir de plusieurs échantillons cultivés sur plaque
de gélose, peu importe les Entérobactérales mises en cause. De plus, ce kit peut également étre utilisé
pour des échantillons obtenus a partir d’"hémocultures positives, ce qui permettrait de réduire le délai

d’obtention des résultats.

Puisque ce test couvre un large panel de variants de I'enzyme CTX-M, son utilisation peut étre
recommandée sur tous les continents, cependant, le résultat du test permet uniquement de signaler
la présence ou non de I'’enzyme. Il ne permet pas de décrire précisément I’enzyme mise en cause dans
le mécanisme de résistance. De plus, ce test est spécifique des enzymes CTX-M et ne permet pas de
détecter d’autres enzymes capables d’hydrolyser les céphalosporines a spectre étendu. CTX-M étant
la BLSE la plus largement répandue a travers le monde, ce test peut étre implanté dans de nombreuses

régions. Toutefois, en fonction de la situation épidémiologique, il peut étre intéressant de le coupler
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au test LFIA-CTX décrit précédemment pour ainsi détecter 'activité d’hydrolyse du céfotaxime et non

pas seulement I'expression de CTX-M. C'est pourquoi, le test LFIA Rapidec ESC a été développé.
Présentation du test LFIA Rapidec ESC

Le test LFIA Rapidec ESC, combinant le LFIA-CTX et le NG-test® CTX-M-MULTI, permet I'identification
des enzymes CTX-M et de toutes autres enzymes capables d’hydrolyser les céphalosporines a spectre
étendu a partir de colonies bactériennes cultivées sur différents milieux de culture. Ce test repose sur
la méme technique que celle présentée pour le NG-test® CTX-M-MULTI mais avec I'ajout d’une ligne
supplémentaire pour la détection des autres enzymes hydrolysant les céphalosporines a spectre
étendu. Pour cela, deux types d’anticorps monoclonaux sont présents au niveau du tampon
d’échantillonnage.’”! On retrouve d’une part, les anticorps monoclonaux de souris anti-CTX-M
marqués capable de fixer les B-lactamases CTX-M et d’autre part les anticorps anti-céfotaxime capable
de reconnaitre spécifiquement le céfotaxime non hydrolysé. Deux lignes de tests sont présentes ainsi
gu’une ligne de contréle qui correspond aux anticorps anti-souris préalablement décrits avec le NG-
test®. La premiere ligne de test est représentée par I'immobilisation du céfotaxime-BSA (ligne
retrouvée au sein du test LFIA-CTX) tandis que la deuxiéme ligne de test est marquée par les trois
paires d’anticorps monoclonaux anti-CTX-M (Figure 25). L’échantillon migre a travers la membrane de

nitrocellulose par capillarité pendant 10 minutes et les résultats peuvent étre interprétés.

Antibodies
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Antibody recognizing labeled
i antibodies (Control line)
BSA-Cefotaxime

(Test line 1)
Sample ‘ l

2 — Anti-CTX-Ms (purple, yellow, orange)

(Bacterial isolate +
cefotoxime)

ATy

Sample pad Nitrocellulose Absorption pad
membrane

Figure 25 : Principe du test LFIA Rapidec ESC combinant les principes des tests LFIA CTX et le NG-Test® CTX-M-MULTI/ 571

Différents résultats peuvent étre observés :

» Cas1:I'échantillon ne présente aucune B-lactamase capable d’hydrolyser le céfotaxime, alors
seule la bande au niveau de la ligne de contréle apparait.

» Cas 2: une bande colorée apparait au niveau de la premiére ligne ainsi qu’au contréle alors
cela signifie que le céfotaxime a été hydrolysé par des B-lactamases puisque le céfotaxime
immobilisé a pu se lier aux anticorps anti-céfotaxime. Puisque la deuxiéme ligne de test n’est

pas colorée, alors ce test montre la présence de B-lactamases non CTX-M.
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» Cas 3: une bande colorée apparait au niveau des deux lignes de test ainsi que la ligne de
controle, alors cela montre la présence d’une part, des enzymes CTX-M et d’autre part, des
enzymes capables d’hydrolyser le céfotaxime.

> Cas 4 : une bande colorée apparait au niveau de la deuxieéme ligne ainsi qu’a la ligne de

controdle, alors I’échantillon est positif au phénotype de BLSE CTX-M uniquement.

Casel: Case3:
The control line appears : the test is correct « The control line appears : the test is correct
No test line 1 appears : negative test for expanded-spectrum cephalosporinase * The test line 1 appears : positive test for expanded-spectrum cephalosporinase
No test line 2 appears : negative test for CTX-Ms * The test line 2 appears : positive test for CTX-Ms

o

oYV

Case2: Case 4 (rare) :
The control line appears : the test is correct « The control line appears : the test is correct
The test line 1 appears : positive test for expanded-spectrum cephalosporinase * No test line 1 appears : negative test for expanded-spectrum cephalosporinase

No test line 2 appears : negative test for CTX-Ms «  The test line 2 appears : positive test for CTX-Ms

Figure 26 : Représentation des résultats pouvant étre obtenus suite a l'utilisation du test LFIA Rapidec ESC 571

Les performances de ce test ont fait I'objet d’'une évaluation et ont montré une excellente spécificité
et sensibilité (100%) lorsqu’il a été évalué sur 188 isolats. Parmi ces échantillons, 171 souches étaient
capables d’hydrolyser le céfotaxime et ont effectivement donné un résultat positif au niveau de la
premiere ligne du test. En effet, le céfotaxime étant hydrolysé, il ne peut pas se lier aux anticorps anti-
céfotaxime qui, de ce fait, pourront se lier au céfotaxime immobilisé au niveau de la premiére ligne de
test. D’autre part, 17 isolats étaient incapables d’hydrolyser le céfotaxime donnant un résultat négatif
a cette méme ligne du test. Parmi eux, la souche CTX-M-93, exprimant CTX-M mais incapables
d’hydrolyser le céfotaxime, a donné, quant a elle, un résultat positif au niveau de la deuxieme ligne du
test. En effet, cette ligne regroupe des anticorps anti-CTX-M capables de reconnaitre les isolats

exprimant CTX-M.

Ainsi, ce test combinant deux techniques de détection de la résistance au céfotaxime a montré une
excellente spécificité et sensibilité et a montré la complexité des tests actuels dans la lutte contre
I'antibiorésistance. Suite a ce réel progrés dans le monde du diagnostic, I'objectif est maintenant de
tester ce LFIA Rapidec ESC sur d’autres matrices ne nécessitant pas d’étape de culture sur gélose afin

de gagner énormément de temps dans la mise en place d’un traitement approprié.

Dans un contexte de lutte contre la résistance aux antibiotiques, ces tests devraient alors aider a une
utilisation appropriée des antibiotiques de fagon a retarder I'utilisation des carbapénémes. Toutefois,

la résistance aux carbapénemes s’est déja bien disséminée dans plusieurs régions du monde et nous
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devons également faire face a ce phénomeéne inquiétant. C’est pourquoi, d’autres tests ciblant les

génes de résistance aux carbapénemes ont été mis au point.

B. Détection des genes de résistance aux carbapénemes

Suite a I'émergence des B-lactamases capables d’inactiver les B-lactamines, I'utilisation de cette famille
d’antibiotiques est désormais menacée. Ceci a été illustré par la prolifération des Entérobactérales
résistantes aux céphalosporines a spectre élargi, hydrolysant I'ensemble des B-lactamines a I'exception
des carbapénémes connus comme étant des antibiotiques a large spectre de derniers recours. De ce
fait, une augmentation des prescriptions de carbapénémes a été observée avec comme conséquence
une augmentation inquiétante de la résistance aux carbapénémes suite a la production de
carbapénémases. Comme mentionné dans le Chapitre 11)A)2), ces derniéres peuvent appartenir a
différentes catégories de la classification d’Ambler. En effet, parmi la classe A, on retrouve les enzymes
KPC largement répandues a travers le monde et d’autres enzymes mineures telles que GES, IMI, SME,
GIM par exemple. La classe B, quant a elle, regroupe les métallo-B-lactamases IMP, VIM et NDM. Enfin,
les derniéres carbapénémases faisant partis de la classe D d’Ambler sont les oxacillinases (OXA). Parmi
ces carbapénémases, on distingue les enzymes les plus répandues dans le monde KPC, VIM, NDM et

OXA-48 connus comme étant les « big 4 ».

Les infections causées par des Entérobactérales productrices de carbapéneémases étant difficiles a
traiter, il est important de les détecter précocement pour la mise en place rapide de mesures de
prévention et de contrdle. De plus, les combinaisons B-lactamines/inhibiteur de B-lactamases ne
couvrent pas la totalité des carbapénémes. En effet, la combinaison ceftazidime/avibactam est efficace
contre les bactéries productrices de KPC et OXA-48 tandis que la combinaison imipéném/rélebactam
n’est efficace que contre les bactéries productrices de KPC. Il est alors nécessaire et recommandé de
pouvoir différencier les genes mis en cause dans la résistance pour d’une part, guider le traitement

des personnes infectées et d’autre part, alimenter les données épidémiologiques.

Les protocoles de détection actuellement mis en place sont la mise en culture d’échantillons
d’écouvillons rectaux sur des milieux sélectifs tels que ChromID CARBA (bioMérieux, Marcy I’Etoile,
France), CHROMagar KPC (CHROMagar, Paris, France) suivie d’une confirmation par test phénotypique
pour détecter ou non I'hydrolyse des carbapénemes. On retrouve notamment le test Carba-NP
(bioMérieux, Marcy-I'Etoile, France), le test Mace Mast, I'hydrolyse de I'imipénem par MALDI-TOF ou
encore le test B-Carba™. Ces méthodes fournissent des informations clées pour la surveillance de la

résistance aux antimicrobiens mais pas de notions directes sur les mécanismes de résistance. De plus,
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ce protocole est long et donc incompatible avec la mise en place rapide de mesures d’hygiene et de
prise en charge individuelle. Les techniques moléculaires restent alors la méthode la plus efficace pour
I'identification précoce et précise des génes de B-lactamases a partir d’'un échantillon clinique pas
nécessairement mis en culture, en moins d’une heure. Il est aujourd’hui recommandé la mise en ceuvre
le plus rapidement possible d’un test qui permet de détecter a minima les « big 4 » dans les
laboratoires de diagnostic en routine. En se focalisant sur les bactéries Gram négatif résistantes aux
carbapénémes et productrices de céphalosporinases a spectre étendu, il existe désormais plus de 30

tests sur le marché.8

Actuellement, les tests moléculaires se basent sur trois grandes techniques de détection:
I'amplification des acides nucléiques, I'hybridation et les méthodes immunochromatographiques.
Cette partie se focalisera alors sur les différents tests disponibles commercialement et sera divisée

selon les trois grandes techniques de détection.

1. Tests basés sur la technigue de I’hybridation

Tout d’abord, ces tests combinent a la fois I'amplification par PCR et I'étape d’hybridation de I’ADN.
En effet, cela permet de s’assurer que I'échantillon dispose de suffisamment d’ADN pour détecter les
genes de résistance aux antibiotiques suite a I’hybridation avec les sondes marquées. Selon les tests,
on retrouve différentes méthodes d’hybridation : les techniques basées sur des réseaux d’ADN (DNA
array), les tests de sonde linéaire (LPA) ou encore les tests d’hybridation in situ par fluorescence (FISH).
Parmi eux, la société Nanosphere Luminex aux Etats-Unis a développé le test Verigene® Gram-negative
blood culture permettant la détection des « big 4 » en moins de 2 heures avec une sensibilité comprise
entre 92.3 et 100% selon les études. D’autre tests tels que BIOFIRE® FILMARRAY (développé par
bioMérieux, France)®!, Unyvero® de chez Curetis AG (Allemagne)™®, ePlex® BCIF-FN panel de chez
GenMarkDx!*%Y et T2Resistance™ Panel de chez T2Biosystems®!%?, tous deux basés aux Etats-Unis,
permettent la détection des « big 4 » et du gene de résistance IMP, avec des résultats compris entre
1h et 5h et une sensibilité de 100%, lorsque celle-ci a été étudiée et validée. Enfin, le test AID
Carbapenemase congu et développé par la société Autoimmun Diagnostika GmbH en Allemagne
permet l'identification et la détection de 13 génes de carbapénémases.'®® Puisque ce dernier est
capable de cibler un large panel de carbapénémases, son fonctionnement ainsi que I'évaluation de sa

performance seront détaillés.

Le test AID Carbapenemase

Le test AID Carbapenemase repose sur la technique d’hybridation sur bandelette.!** Pour cela, une

extraction de I’ADN issu de culture ou d’échantillons urinaires est tout d’abord nécessaire pour pouvoir
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ensuite I'amplifier par PCR. Cette étape d’amplification est marquée par I'ajout de marqueur biotine
au niveau de chaque séquence d’ADN. Ensuite, ce mélange issu de la PCR va subir une hybridation
inverse sur des bandes de nitrocellulose recouvertes de sondes marquées. En effet, des sondes d’ADN
simple brin exprimant les genes de résistance sont fixées sur différentes bandes et une liaison
spécifique pourra étre détectée si la séquence complémentaire de la sonde est retrouvée. L’ADN non
lié quant a lui est lavé et les séquences d’ADN biotinylées spécifiques sont marquées par un complexe
streptavidine-phosphatase alcaline. Par la suite, I'ajout de substances telles que le tétrazolium bleu
nitré (NCT) et le 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate (BCID) vont permettre de cliver la phosphatase
alcaline, résultant en une bande colorée en bleu foncé. La détection des genes de résistance pourra

ainsi étre déduite en comparant les bandes colorées obtenues.

Les résultats du test sont obtenus selon la Figure 27 ci-dessous, en moins de 5 heures.['*®! Trois
contréles sont utilisés : le contréle du conjugué, le controle de I'amplification ainsi que le contrdle de
la bactérie pan 16S dans le but de montrer que les différentes étapes d’isolement, d’amplification et
d’hybridation de I’ADN se sont bien déroulées. Le géne ARNr 16S codant pour la sous-unité 16S de
I’ARNT est utilisé car il est tres conversé chez toutes les bactéries. Dans le schéma ci-dessous, au niveau
de la sonde A, I'agent pathogéne ressort positif pour la présence de la carbapénémase KPC, la sonde
C, quant a elle, montre la présence d’un agent pathogene VIM-positif. De plus, le contréle de
I'amplification n’est pas suffisant dans la sonde C, ce qui peut étre le cas lorsqu’un échantillon est
utilisé a partir d’une culture bactérienne. Enfin, pour la sonde B, aucun pathogene n’a montré de signe

de résistance aux carbapénémes.

Conjugate control
Amplification control
165 Pan Bacteria
AlM

BIC

DIM

GIM
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Figure 27: Représentation des résultats du test AID Carbapenemase avec I’utilisation de plusieurs sondes et 3 contréles :

contréle du conjugué, contréle de I'amplification et contréle de la bactérie pan 16S [105]
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Dans le but d’évaluer la sensibilité et la spécificité de ce test, 151 souches cliniques de bactéries Gram
négatif hébergeant une activité d’hydrolyse due aux carbapénémases ont été sélectionnées et
I’évaluation de ce test a pu se faire sur l'identification directe des genes de résistance a partir de 299

échantillons urinaires issus de patients dont on suspectait une infection urinaire.%!

Ce test a été congu pour détecter les génes de carbapénémases majeurs tels que blakPC, blaOXA-48
like, blaVIM, blaNDM et blaIMP, des variants mineurs de pénicillinases tels que blalMI, blaNMC-A et
blaBIC, ainsi que des genes de métallo-B-lactamases comme blaAIM, blaDIM, blaGIM, blaSIM et
blaSPM. Sur les souches cliniques de bactéries Gram négatif faisant partie de la famille des
Entérobactérales ou non, le test a montré une sensibilité et spécificité de 100%. Sur les 299
échantillons urinaires, le test AID Carbapenemase a identifié 20 échantillons positifs a une activité de
carbapénémase. Une PCR a permis de confirmer cette activité sur 12 échantillons (représentant 60%
des échantillons positifs). Il est toutefois intéressant de noter que parmi les huit échantillons qui n’ont
pas pu étre confirmés, trois ont montré une sensibilité modérée au méropénem sur I'antibiogramme.
En effet, un diameétre d’inhibition compris entre 25 et 28 mm a été retrouvé alors que les
recommandations EUCAST actuelles indiquent un diamétre d’inhibition de 25 mm pour le dépistage
de carbapénémases. Ceci indique donc la présence potentielle de carbapénémases faiblement

exprimées.

Pour conclure, ce test ne peut étre réalisé que dans un laboratoire possédant I'équipement pour la
PCR, mais reste cependant un test facile a utiliser, précis et sensible. Ainsi, de par sa capacité a détecter
un grand nombre de carbapénémases chez les bactéries Gram négatif, le test AID Carbapenemase peut
étre utilisé aujourd’hui comme outil de dépistage dans les laboratoires de diagnostic de premiére ligne
rendant un résultat en moins de 5 heures. Dans le but d’obtenir des résultats encore plus rapidement,

d’autres techniques ont été développées telles que la méthode d’amplification des acides nucléiques.

2. Tests basés sur I'amplification des acides nucléiques

Cette derniére catégorie de tests utilise la technique moléculaire d’amplification des acides nucléiques
par PCR a des fins diagnostiques. Dans le cas présent, les tests développés permettent la détection des
génes codant pour des carbapénemases par PCR en temps réel ou par amplification isotherme en
boucle (LAMP). Cette derniére technique consiste en un principe similaire a celui de la PCR, expliqué
précédemment, mais utilise une ADN polymérase a forte activité de déplacement des brins, ne

dépendant pas de la température.
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Cette technique d’amplification des acides nucléique est majoritairement utilisée dans les tests de
diagnostic rapide des geénes de résistance aux antimicrobiens puisque c’est une méthode
généralement spécifique et trés sensible avec des résultats obtenus entre 15 minutes et quelques
heures. L'ensemble des tests disponibles commercialement ne peuvent pas étre décrits au vu de leur
nombre mais seront énumérés. Seuls les tests capables de détecter un panel de génes avec une bonne

sensibilité et spécificité seront détaillés.

i. Détection des cing principales carbapénemases

En effet, 'une des recommandations actuelles est de détecter au minimum les « big 4 » dans le cadre
de la surveillance de la résistance aux antibiotiques. Les tests tels que Eazyplex® Superbug développé
par la société AmplexDiagnostics GmbH en Allemagne et Check-direct CPE de la société Check-Points
Health aux Pays-Bas peuvent les détecter avec une sensibilité de 100%. Le test Eazyplex® permet
d’obtenir des résultats aprés 15 minutes a partir d’échantillons variés, colonies bactériennes ou urines
par exemple grace a la méthode d’amplification isotherme.**”! Tandis que le test Check-direct CPE
permet la détection des « big 4 » en 3 heures directement a partir d’écouvillons rectaux et avec une

spécificité de 100% évaluée sur une étude de 83 isolats cliniques.!*°®!

En plus de ces quatre carbapénémases s’ajoute I'émergence d’une cinquieme B-lactamase également
répandue a I'échelle mondiale : 'enzyme IMP. Pour cela, en plus de détecter les « big 4 », le test
Revogene® Carba C de chez Meridian Bioscience aux Etats-Unis'®), le test BD Max™ Check-points
CPO développé par Becton-Dickinson en France et le test GeneXpert® Carba-R (Cepheid, Etats-
Unis)*'%112l sont capables de I'identifier. Le test Revogene® Carba C a été évalué directement sur des
colonies bactériennes regroupant a la fois des Entérobactérales, P. aeruginosa et A. baumannii et a
montré une sensibilité de 100%, excepté pour P. aeruginosa (93.7%) ol deux variants rares d’'IMP n’ont
pas été détectés. Les deux autres tests ont été évalués directement a partir d’écouvillons rectaux
permettant d’avoir des résultats encore plus rapides. En effet, le test BD Max™ Check-Points CPO a
permis de détecter la présence de carbapénémases en 2.5 heures (comprenant I'extraction de I’ADN
et la PCR) avec une sensibilité de 92.8% et spécificité de 97.8%. Toutefois, ce test ne permettait pas la
différenciation entre les enzymes VIM et IMP limitant sa potentielle utilisation dans les pays ou ces
enzymes sont largement répandues. Enfin, le test GeneXpert Carba-R a été le premier test a détecter
des carbapénémases autorisé par la FDA (Food Drug Administration) grace a son délai de résultats
(moins d’une heure grace a l'utilisation de la PCR en temps réel) et sa performance excellente
(sensibilité de 100% et spécificité de 99.13%). Son utilisation est particulierement simple puisque
I’écouvillon est positionné dans un flacon de réactif d’échantillon puis ce dernier est transféré dans la

cartouche Xpert pour pouvoir étre chargé sur le systeme GeneXpert afin de lancer I'analyse.

80



Cependant, ces tests sont capables de détecter uniquement les carbapénéemases les plus connues et
disséminées a travers le monde, posant une limite dans la surveillance mondiale de la résistance. En
effet, ils ne sont pas capables de détecter des carbapénémases mineures ou des variants mineurs d’A.
baumannii. De ce fait, la performance doit étre améliorée pour permettre I'utilisation de ces tests

comme outils de surveillance pour une lutte optimale contre la résistance aux carbapénémes.

ji. Détection des carbapénémases mineures et du gene de résistance a la colistine

En plus de détecter les cinq carbapénemases majeures avec une sensibilité et spécificité de 100%, le
test AlIPlex™ Entero-DR de chez Seegene en Corée du Sud permet aussi de détecter les génes vanA et
vanB codant pour la résistance a la vancomycine a partir d’hémocultures.!**3! C’est le cas également
des tests développés par la société Mobidiag tels que Amplidiag® CarbaR+VER permettant de détecter
a la fois les carbapénémases majeures, les génes vanA et vanB chez les Entérocoques ainsi que les
oxacillinases acquises d’A. baumannii telles que les oxacillinases OXA-23, OXA-24 et OXA-58.
Cependant, ce dernier test n’est pas capable de détecter les organismes producteurs de
carbapénémases mineures.['** Pour palier a ce déficit, le test de génération supérieure Amplidiag®
CarbaR+MCR a été développé dans le but d’inclure la détection d’une carbapénémase mineure
appelée GES. Ce dernier possede une sensibilité comprise entre 92 et 100% et une spécificité comprise
entre 86 et 100%.%! La spécificité est légérement diminuée en raison de la détection d’organismes
producteurs d’enzymes GES non carbapénémases. En effet, des variants GES, en particulier GES-7 ont
été détectés comme producteurs de carbapénemases alors qu’il n’hébergeait pas la mutation
Gly170Ser responsable de I'activité d’hydrolyse des carbapénémes. Toutefois, I'intérét de ce test est
gu’il peut étre réalisé sur des colonies bactériennes produites sur gélose Mueller-Hinton, sur des

milieux sélectifs ou directement a partir d’ADN extraits d’écouvillons rectaux en moins de 3 heures.

En conséquence de la montée des carbapénémases, la colistine est devenue aujourd’hui I'antibiotique
utilisé pour les infections causées par les Entérobactérales résistantes aux carbapénemes. Toutefois,
son utilisation de plus en plus massive a conduit a I'émergence de genes de résistance codés par des
plasmides dont mcr-1, mcr-2 retrouvés chez E. coli dés 2015. La survenue d’infections causées par des
Entérobactérales exprimant a la fois des carbapénémases et les genes mcr-1 ou 2 suscite des
inquiétudes puisque la perspective que le monde entre dans une ére « post-antibiotique » ou les
infections ne pourront plus étre guéries est une possibilité réelle. Ainsi, il devient urgent de disposer
de méthode de détection des génes de résistance pour pouvoir apporter le traitement le plus
approprié face a ces infections.
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C’est pourquoi, la société Mobidiag en Finlande a développé le test Novodiag® CarbaR+ pour détecter
a la fois les cing grandes familles de carbapénémases, les variants oxacillinases d’A. baumannii (OXA-
23, OXA-24, OXA-51, OXA-58) ainsi que les génes mcr-1 et mcr-2 a partir d’isolats cliniques ou
d’écouvillons rectaux. Une étude réalisée sur 201 isolats cliniques a montré une sensibilité de 98.2%
et une spécificité de 99.7%. En parallele, lors d’'une étude réalisée sur 80 écouvillons rectaux, le test
Novodiag® CarbaR+ a montré une sensibilité de 97.8% et une spécificité de 98.6% avec des résultats

obtenus en un peu plus d’une heure.[**¢

Enfin, dans le but de détecter le plus de cibles possibles en un méme kit, deux tests ont été développés
pour détecter a la fois les carbapénemases majeures, mineures et les genes de résistance a la colistine :
le test EasyScreen™ ESBL/CPO (Genetic Signatures, Australie) ainsi que le test AusDiagnostics MT CRE

EU (AusDiagnostics, Australie).

Présentation du test EasyScreen™ ESBL/CPO

Ce test a été développé par la société Genetic Signatures basé a Newtown en Australie et permet la
détection de 15 génes de carbapénemases ainsi que le géne mcr-1 codant pour la résistance a la

colistine.

Ce test utilise la technique de la PCR associée a la technologie 3base® a partir de cultures bactériennes
sur plaques de gélose Miieller-Hinton.*718 pouyr cela, un tampon d’extraction permet de lyser et
convertir les acides nucléiques en une forme d’ADN a 3 bases. Ainsi, le bisulfite de sodium réagit avec
une cytosine pour former de I'uracile qui est ensuite converti en thymine aprés amplification par PCR.
L'intérét de passer par la technologie 3base® est de réduire la complexité des génomes pour
développer des amorces présentant moins de mésappariements et donc une meilleure amplification
par la suite. Une fois I’ADN converti, le kit EasyScreen™ ESBL/CPO permet une amplification par PCR
dans le but de détecter les BLSE et les organismes producteurs de carbapénémases (CPO) a partir de
cultures ou d’écouvillons rectaux. Ce test détecte le géne mcr-1 pour déterminer la résistance a la
colistine ainsi que 15 genes codant pour des enzymes issues des différentes classes de B-lactamases
tels que :
» Des pénicillinases : SHV, TEM
» Des céphalosporinases : CMY, DHA
» Des B-lactamases a spectre étendu : GES, CTX-M, SHV, TEM
» Des carbapénémases :
o Majeures : KPC, NDM, VIM, IMP, OXA-48-like
o Mineures : GES, IMI, SME, OXA-23, OXA-51
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Une étude de Gonzalez et al., parue en 2022, a évalué la performance de ce kit sur 341 isolats cliniques
comprenant des Entérobactérales, Pseudomonas spp. et Acinetobacter spp.***! On retrouvait a la fois
des bactéries productrices de carbapénémases ciblées ou non par le test et des Entérobactérales
productrices de mcr-1. Pour ce qui concerne les Entérobactérales, I’étude a montré une sensibilité de
100% et une spécificité de 96.30% pour la détection des carbapénémases ainsi qu’une sensibilité de
95.76% et spécificité de 40.98% pour les BLSE. Cette faible spécificité est due au fait que le test n’est
pas capable de différencier I'activité de la B-lactamase. En effet, les enzymes GES peuvent étre a la fois
GES-BLSE ou GES-carbapénémases ainsi que les variants TEM et SHV qui peuvent avoir une activité
BLSE ou pénicillinases. D’autre part, le gene mcr-1 a été détecté avec une spécificité de 100%. Pour
Pseudomonas spp., les carbapénémases ont été identifiées avec une sensibilité de 92.11% et une
spécificité de 96.30% puisque tous les variants d’IMP n’ont pas toujours été détectés. Pour la détection
des BLSE, la sensibilité était de 100% avec une spécificité de 92.98%. Enfin, pour Acinetobacter, les

carbapénémases ont été détectées avec une sensibilité de 100% et une spécificité de 84.85%.

Ainsi, le kit de détection EasyScreen™ ESBL/CPO qui a obtenu le marquage CE en 2018, permet une
détection simple, efficace et rapide (moins de 3 heures entre la colonie et le résultat) et pourrait donc
étre facilement implanté dans les laboratoires de diagnostic de premiere ligne. Puisqu’il est capable
d’identifier a la fois les variants majeurs et mineurs, alors ce test est tout a fait adapté a une utilisation
a I’échelle mondiale. Cependant, quelques limites sont présentes dans ce test puisque les études ont
évalué sa performance uniquement a partir de cultures bactériennes et ont montré qu’il n’est pas
capable de détecter les oxacillinases acquises d’A. baumannii telles que OXA-24 et OXA-58 et des

résultats faussement positifs ou négatifs ont été plus identifiés chez Acinetobacter et Pseudomonas.

Présentation du test AusDiagnostics MT CRE EU

La société australienne AusDiagnostics a développé le test AusDiagnostics MT CRE EU pour une
détection de 12 genes de carbapénémases et du géne mcr-1, marqueur de la résistance a la colistine
en moins de 4 heures. En effet, les carbapénemases majeures connues telles que KPC, OXA-48, NDM,

VIM, IMP sont ciblées, tout comme les enzymes mineures SIM, GIM, SPM, FRI, IMI, GES et SME.

Ce test est basé sur de la PCR en tandem multiplex en deux étapes.?”! La premiére étape consiste en
15 a 18 cycles de PCR permettant d’améliorer la sensibilité et limiter la compétition entre les cibles
présentes a faible et forte concentration. Ensuite, ces produits sont dilués pour éviter toutes
potentielles réactions croisées puis sont aliquotés dans les puits de la plaque contenant les amorces
internes de chacune des cibles génétiques. Ainsi, ces amorces internes permettront de se lier aux
amorces externes issues de la premiere étape de sorte que seul ’ADN cible soit amplifié. Lors de cette
deuxieme étape, un colorant va émettre de la fluorescence lorsque ’ADN double brin est produit
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pendant I'étape d’amplification. Ainsi, la fluorescence détectée permet de valider la présence d’un

gene cible dans le puits.

Ce test a été évalué sur un panel de bactéries mises en culture regroupant des Entérobactérales et des
bactéries non fermentaires telles que P. aeruginosa et A. baumannii. 1l a réussi a détecter I'ensemble
des carbapéneémases présentes dans les isolats (n=268) dont la majorité appartenait aux cing grandes
familles de carbapénemases. La sensibilité et la spécificité de ce test étaient de 95.5% et 99.8%
respectivement.’?! ’intérét de ce test est qu’il est trés spécifique puisqu’aucune réaction croisée n’a
été observée lors des études et puisqu’il arrive correctement a différencier 'activité BLSE de I'activité
d’hydrolyse des carbapénémes du variant GES, ce qui n’était pas le cas des différents tests décrits

précédemment.

3. Tests basés sur les méthodes immunochromatographiques

Ces tests immunochromatographiques a flux latéral ont été développés pour identifier et caractériser
plusieurs carbapénémases en un temps record de 15 minutes. On retrouve notamment le test
O.K.N.V.I RESIST-5 développé par la société CORIS BioConcept basé a Gembloux en Belgique qui est
une amélioration du test RESIST-4 O.K.N.V introduit en 2019, ainsi que le test NG-Test CARBA-5 de NG-
Biotech basé a Guipry, France. Comme le kit NG-Test®, utilisé pour identifier les céphalosporinases a
spectre étendu, a déja été développé dans le chapitre précédent, le test NG-Test CARBA-5 ne sera pas
détaillé puisqu’il utilise la méme méthode mais avec une différenciation des cing principales
carbapénémases KPC, OXA-48 like, NDM, VIM et IMP sur des colonies bactériennes.*?? Une étude sur
147 souches, regroupant des Entérobactérales et P. aeruginosa a été réalisée et a montré une

sensibilité globale de 100%. Toutefois, ce test n’a pas été validé pour A. baumannii.*?*
Présentation du test RESIST-5 O.K.N.V.1

Le test RESIST-5 O.K.N.V.I repose sur l'utilisation d’'une membrane avec des nanoparticules d’or
colloidal et permet la détection des cinq principales carbapénémases a partir d’'une colonie
d’Entérobactérales ou de bactéries Gram négatif non fermentaires telles que P. aeruginosa et A.
baumannii.*?* Ce kit est divisé en 2 cassettes pour I'identification d’une part des carbapénémases
OXA-48, KPC, NDM et d’autre part les carbapénémases VIM et IMP. Pour la premiere cassette, une
membrane de nitrocellulose est sensibilisée avec un anticorps monoclonal dirigé contre I'épitope de
la carbapénemase OXA-48 et ses variants correspondant a la ligne « O », un autre anticorps dirigé
contre I'épitope KPC (ligne « K ») et un dernier anticorps dirigé contre I'épitope NDM (lignhe « N »). Le
méme principe est utilisé pour la deuxieme cassette avec des anticorps monoclonaux qui

reconnaissent individuellement les épitopes VIM et IMP. Dans chacun des deux cas, un réactif controle
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est retrouvé au niveau de la ligne « C ». Des anticorps monoclonaux conjugués et couplés a des
particules d’or colloidal sont également présents et sont dirigés vers un deuxiéme épitope de la
carbapénémase ciblée ou du contréle. Lors de I'ajout de I’échantillon sur la bandelette, les anticorps
conjugués migrent par capillarité avec I’échantillon a travers la membrane de nitrocellulose et entrent
en contact avec les anticorps immobilisés. Si I’échantillon contient une ou plusieurs carbapénemases,

les complexes se formeront et seront illustrés par la présence d’une ligne colorée au niveau des lignes

spécifiques.

D’un point de vue pratique, quelques gouttes de la solution tampon fournie dans le kit est déposée
dans un tube. Les colonies bactériennes sont ensuite récoltées a I'aide d’une anse puis sont ajoutées
dans le tube contenant le tampon. Apres agitation, trois gouttes de cette solution sont déposées au

niveau des puits des deux cassettes distinctes. Aprés 15 minutes, les résultats peuvent étre

interprétés :

e Le résultat est positif si une ligne rouge apparait au niveau de la ligne de contréle C ainsi qu’a
une ou plusieurs lignes de tests (O, K, N, V, 1).

e Le résultat est négatif si une ligne rouge apparait au niveau de la ligne de controle C sans
aucune autre ligne.

e Lerésultat estinvalide si une bande colorée apparait au niveau des lignes de tests sans aucune

ligne au niveau du contrdle.
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Figure 28: a) Principe du test RESIST-5 O.K.N.V.I : 1) Ajout de 12 gouttes de solution tampon dans un tube semi-rigide 2)
Préléevement de la colonie bactérienne avec une anse bactériologique 3) Agitation dans le tube 4) Insertion du compte-
goutte au niveau du tube 5) Agitation pour homogénéiser la solution 6) Dépét de trois gouttes au niveau des puits des

cassettes 7) Lecture du résultat apres 15 minutes. b) Représentation des résultats selon les deux cassettes [125]
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Plusieurs études ont permis d’évaluer la performance de ce test sur des souches cliniques. Par
exemple, Hong et al., ont étudié I'utilisation du test RESIST-5 O.K.N.V.I sur 268 isolats cliniques de
bactéries Gram négatif et ont montré une sensibilité et spécificité globales de 98.4% et 100%
respectivement. En effet, le test a montré une sensibilité de 100% pour KPC, IMP, OXA-48, 97.6% pour
NDM et 93.3% pour la carbapénémase VIM.'?®! De plus, toutes les souches productrices de
carbapénémases non ciblées ont été identifiées comme des résultats négatifs, indiquant I'absence de
réaction croisée entre les différentes classes de carbapénémases. Une autre étude rétrospective
réalisée sur 164 isolats cliniques producteurs de carbapénémases prélevés entre 2013 et 2018 en
Belgique a montré des sensibilités légerement plus basses pour NDM (91.2%), VIM (90%) et IMP
(84.2%). La sensibilité était toujours de 100% pour OXA-48 et KPC. 1%

Pour conclure, bien que ce test soit uniquement qualitatif et ne présume en rien de la présence
d’autres mécanismes de résistance, il permet de détecter les cing principales carbapénémases
retrouvées aujourd’hui en Europe en un test unique. De plus, les résultats sont rapides (15 minutes)

et sont faciles a interpréter visuellement.

Enfin, pour conclure ce chapitre sur le développement de nouveaux tests diagnostiques, nous nous
focaliserons sur le développement d’un kit précis, rapide et fiable pour la détection de la résistance de
Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) aux différents agents antituberculeux disponibles en

clinique.

C. Détection des genes de résistances aux antituberculeux avec Deeplex® Myc-TB

1. Latuberculose

La tuberculose, causée par I'agent M. tuberculosis, est une maladie infectieuse transmissible par voie
aérienne, a l'origine d’environ 1.3 millions de morts en 2022 et plus de 10 millions de nouveaux cas
par an dans le monde selon le dernier rapport de ’'OMS."?”! Elle touche environ % de la population
mondiale avec une prévalence plus élevée dans les régions en voie de développement de I’Asie du Sud-

Est (regroupant 46% de I'ensemble des nouveaux cas recensés).

Les personnes infectées par I'agent pathogéne vont, pour la plupart, développer une tuberculose dite
latente, c’est-a-dire asymptomatique, tandis que moins de 10% des patients vont manifester des
symptomes, on parle alors de tuberculose maladie. Cette infection touche particulierement les

poumons et se caractérise par une toux prolongée, des douleurs thoraciques, une fatigue importante
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avec apparition de fievre et de sueurs nocturnes. Cependant, elle peut, dans certains cas, se propager

a d’autres organes tels que le rein, le cerveau ou la colonne vertébrale.

Afin de traiter cette infection, le traitement de premiére intention consiste en une combinaison de
quatre antibiotiques regroupant la rifampicine, I'isoniazide, I'’éthambutol et le pyrazinamide pendant
deux mois suivie de |'association rifampicine et isoniazide pour quatre mois supplémentaires. Le
traitement étant long et contraignant, une mauvaise observance ainsi que l'apparition d’effets
indésirables sont observées. Ceci a pour conséquence I'émergence de souches résistantes appelées
souches Multi Drug Resistant (MDR) si elles sont résistantes a la rifampicine et I'isoniazide et souches
Extensively Drug Resistant (XDR) si elles sont résistantes a la rifampicine, a l'isoniazide, aux
fluoroquinolones et soit a la bédaquiline soit au linézolide (traitement de deuxiéme ligne). Il est
important de noter qu’en moyenne, sur 10 tuberculoses pharmacorésistantes, seulement 3 sont
aujourd’hui diagnostiquées et mises sous traitements médicamenteux.*?® Ainsi, pour limiter ce
phénomeéne, 'OMS a classé la tuberculose parmi les infections bactériennes prioritaires pour la

recherche et le développement de nouvelles solutions au niveau mondial.

2. Les outils disponibles pour le diagnostic

Face a I'’émergence de la résistance aux antibiotiques, le diagnostic précoce est aujourd’hui essentiel
pour traiter efficacement et rapidement les patients souffrant de tuberculose. Les recommandations
actuelles de I'OMS pour le dépistage de la tuberculose latente reposent sur |'utilisation de tests
immunologiques : I'intradermoréaction a la tuberculine (IDR) ou le test de détection de la libération
d’interféron gamma (IGRA).1?%! Le premier consiste en une injection dans le derme d’une goutte de
liguide contenant I'antigene mycobactérien provoquant une réaction inflammatoire permettant de
déterminer si la personne a déja été au contact avec I’agent infectieux. De ce fait, une réaction positive
peut également étre retrouvée chez une personne qui a été vaccinée par le BCG. Le test IGRA, quant
a lui, consiste a mettre en contact le sang du patient avec des antigénes spécifiques du bacille de Koch
(M. tuberculosis) afin d’évaluer la libération d’interféron gamma par les globules blancs. Ce test étant
spécifique de M. tuberculosis, il ne provoque pas de réponse positive si la personne a été vaccinée.
D’autre part, lorsqu’un patient présente des symptomes de la tuberculose, le gold standard historique
était la mise en culture d’échantillons prélevés a partir des expectorations sur milieu solide ou liquide.
Toutefois, face a une croissance lente des mycobactéries, cette méthode peut durer plusieurs
semaines. Pour une étude étendue de la sensibilité aux médicaments, différentes cultures doivent étre
réalisées, cependant, il est important de noter que cette procédure n’est pas applicable pour tous les
antituberculeux notamment le pyrazinamide qui nécessite des conditions de pH acide rendant la mise

en culture difficile. Ainsi, pour contrer ces inconvénients et améliorer la sensibilité du diagnostic, 'OMS
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préconise le développement de tests moléculaires rapides dans le but de détecter a la fois les formes

simples de tuberculose et les formes résistantes a la rifampicine (traitement de premiere intention).

Différents tests moléculaires sont déja sur le marché. On retrouve notamment le test Genotype
MTBDR plus® pour détecter les souches résistantes a la rifampicine en ciblant le gene rpoB et a
I'isoniazide en ciblant les genes katG et inhA afin de détecter respectivement le faible et haut niveau
de résistance a cet antibiotique. Il existe également le test Genotype MTBDR sl® de Hain Life Science
développé en Allemagne pour détecter des souches XDR, résistantes aux traitements de seconde ligne.
[130] D’3utre part, il existe les tests moléculaires sur cartouches GeneXpert MTB/RIF®, MTB/RIF Ultra®
développés par la société Cepheid aux Etats-Unis. Ils permettent la détection de la tuberculose
résistante a la rifampicine en moins de 80 minutes et sont recommandés depuis 2010 par I’'OMS pour
les patients souffrant de tuberculose pulmonaire avec suspicion de multirésistance.*313? Dans le but
d’avoir une prédiction encore plus performante et a plus large spectre, la société GenoScreen, en
partenariat avec le Centre d’Infection et d’Immunité de Lille (CIIL) a I'Institut Pasteur de Lille, a

développé un test de diagnostic, le test Deeplex® Myc-TB.

3. Présentation du kit de détection Deeplex® Myc-TB

Ce test permet de diagnostiquer spécifiquement et précisément la résistance de I'agent pathogéne a
15 antituberculeux utilisés en clinique, en moins de 48 heures et sans mise en culture.!**! Le test est
basé sur le séquencage profond et ciblé de I'ADN avec une analyse automatisée des résultats
représentés sous la forme d’un diagramme visuel. Ce kit permet également d’identifier plus de 100
especes de mycobactéries et de détecter des mutations qui sont pour I’heure non caractérisées. En
plus d’une sensibilité moyenne de 95.2% et d’une spécificité de 97.1%, la profondeur de séquencage
élevée lui permet de détecter des sous-populations bactériennes résistantes, représentant jusqu’a 3%

des bactéries dans un échantillon.[*34

i Description du kit

D’un point de vue fonctionnel, a partir d’'une culture positive aux mycobactéries ou d’un échantillon
ou I'on suspecte la présence de mycobactéries, une extraction de I’ADN est effectuée suivie d’une
amplification des régions du génome des mycobactéries, en ciblant 18 génes de M. tuberculosis codant
pour la résistance a 15 antibiotiques : les génes rpoB, ahpC, fabG1, katG, inhA, pncA, embB, gyrA, gyrB,
rrs, eis, tlyA, gidB, rpsl, ethA, rv0678, rrl, rplC.*3>138! Ces régions sont ensuite séquencées puis une
analyse automatisée et robuste permet de prédire si la souche de M. tuberculosis présente dans
I’échantillon est sensible ou résistante aux différents antibiotiques, en fonction de la présence ou

I'absence de mutations. Les souches de M. tuberculosis sont détectées en fonction de l'identité du
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gene hsp65. D’autre part, le spoligotypage est réalisé par I’étude des séquences répétées au sein du
locus CRISPR et enfin, le génotypage est réalisé par I'analyse du polymorphisme des SNP.[**! Ces
données pourront ensuite étre téléchargées via I'application web sécurisée. L'ensemble de ces étapes
sont condensées dans le kit tout-en-un Deeplex® Myc-TB puisque ce dernier regroupe un mélange prét
a I'emploi pour I'amplification par PCR multiplex, un contréle positif de I’ADN et un code permettant

d’avoir acces aux résultats sur I'application web.

ji. Représentation des résultats

Les résultats sont représentés sous la forme d’une carte avec au centre les informations concernant la
mycobactérie identifiée et le profil de résistance sur les geénes cibles est retrouvé a I’extrémité du cercle
(Figure 29). Différentes couleurs sont utilisées pour permettre une interprétation facile des résultats.
En effet, si une mutation associée a un phénotype de résistance est observée, alors celle-ci apparait
en rouge, a l'inverse, si la mutation n’est pas associée a un profil de résistance, alors elle est indiquée
en vert. Dans certains cas, la mutation peut étre identifié en bleu si cette derniére n’est pas encore
bien caractérisée et dont I'impact est inconnu ou orange en cas d’hétéro-résistance. Ces mémes
couleurs sont utilisées par le logiciel pour décrire la sensibilité aux différents antibiotiques : la couleur
verte est retrouvée lorsque la bactérie est sensible a I'antibiotique, tandis que les couleurs rouge et
orange sont retrouvées si la bactérie est résistante. Ceci permet de représenter les résultats de

maniere simple, compléte et concréte.

hsp65 - based identification best match
Mycobacterium tuberculosis complex

Spoligotype
CAM - SIT 61

SNP-based phylogenetic lineage
Lineage 4.6.2.2 (M. tuberculosis)

AMI BDQ CAP CFZ EMB ETH FQ INH KAN LIN PZA RIF SM
Figure 29 : Représentation des résultats sous forme d’une carte dans I'application web Deeplex® [133]
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jii. Evaluation de la performance du kit

Parmi les régions du monde les plus touchées par I'épidémie de souches pharmacorésistantes, on
retrouve I'Eswatini, au sud de I’Afrique. Afin de lutter contre cette maladie, I'OMS a recommandé
I'utilisation du test Xpert MTB/RIF comme test de premiére intention pour détecter la résistance a la
rifampicine, marqueur d’une tuberculose multirésistante. Toutefois, ce test ne détecte que les
mutations retrouvées au niveau de la région déterminant la résistance a la rifampicine (RRDR) du géne
rpoB, couvrant plus de 95% des cas connus de tuberculose résistante a la rifampicine. Or, une étude a
rapporté que plus de 50% des souches de M. tuberculosis en Eswatini portent la mutation lle491Phe
dans rpoB, mais pas dans la région déterminant la résistance a la rifampicine, conférant alors une
résistance a la rifampicine qui n’est pas détectée par les tests actuellement recommandés par I'OMS,
dont Xpert MTB/RIF.[*3”) Une étude réalisée en République Démocratique du Congo, ou le test Xpert
MTB/RIF a été implanté depuis 2011, a également démontré que, parmi les cas considérés comme
sensibles par Xpert, 65% étaient détectés comme résistants par le séquencage avec le kit Deeplex®
Myc-TB en raison d’une limite de détection inférieure a celle du test Xpert.*® De plus, une étude
réalisée a Djibouti a comparé les phénotypes de résistance détectés par Deeplex a ceux des bases de
données MTBSeq, Mykrobe et PhyReSe détectés par WGS aprés mise en culture des prélévements.
Ceci a montré que parmi les 11 phénotypes détectés uniqguement par le test moléculaire Deeplex, 10
représentaient des variants minoritaires de résistance, non détectés par WGS en raison d’un défaut de

profondeur de lecture.[3

Ainsi, face a un dépistage inefficace, la transmission de ces mutants de résistance n’ont fait
gu’augmenter, passant de 30% en 2008 a 60% lors d’une récente enquéte menée en 2017. Or, cette
mutation Ile491Phe est systématiquement associée a une mutation de haut niveau de résistance a
I'isoniazide ainsi qu’a des mutations provoquant une résistance a I'éthambutol et le pyrazinamide, tous
deux traitements de premiére intention. De maniére plus préoccupante, il a été démontré que plus de
la moitié des souches présentant cette mutation, présentent également la mutation Rv0678 M146T
qui accorde une résistante a la clofazimine et la bédaquiline, récemment mis sur le marché. Il est alors
urgent de trouver une solution de dépistage dans ces régions endémiques. C’est pourquoi, le kit
Deeplex® Myc-TB récemment développé pourrait défier les limites actuellement observées par les

différents tests moléculaires grace a sa capacité a détecter des variants de résistance minoritaires.

De plus, il est aujourd’hui difficile de poser le diagnostic de tuberculose chez les personnes ayant du
mal a fournir des échantillons d’expectorations, c’est le cas des enfants ou les personnes vivants avec
le VIH par exemple. Or, il a été démontré que le complexe de M. tuberculosis peut étre retrouvé dans

les selles des patients et serait donc une source possible de détection. Toutefois, la culture des souches
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de M. tuberculosis dans les selles est peu performante avec une faible sensibilité, limitant I'utilisation
des tests phénotypiques de résistance aux médicaments et donc une perte de chance d’avoir un
traitement adapté. Dans ce cas de figure, I'utilisation de méthode moléculaire plus fiable montre son
intérét pour effectuer des tests complets de résistance puisque la sensibilité est améliorée lorsque le
séquencage profond et ciblé basé sur les amplicons est utilisé. De ce fait, une étude d’évaluation des
performances de ce kit a été réalisée a partir d’échantillons de selles obtenus chez des patients en
Eswatini.'*% Les résultats ont montré que le kit avait détecté ’ADN du complexe M. tuberculosis dans
68% des cas qui étaient positifs par RT-qPCR et pour 74% d’entre eux, un profil complet de résistance
a 13 médicaments antituberculeux a pu étre répertorié. Ainsi, ce kit est capable de détecter la
résistance aux médicaments a partir de selles, ce qui en fait un outil précieux pour les patients résidant
dans les régions les plus touchées par I'épidémie de souches pharmacorésistantes non détectées par

les tests moléculaires conventionnels tels que GeneXpert MTB/RIF.

Ainsi, le kit Deeplex® Myc-TB représente une réelle avancée pour la lutte contre la résistance aux
antibiotiques et peut étre utilisé pour I'’ensemble de la population dont on suspecte une tuberculose
simple, multirésistante ou ultrarésistante. C’'est d’ailleurs grace a la robustesse de ce kit et a la
prédiction rapide et étendue de la résistance que 'OMS recommande depuis octobre 2023 ce test
innovant au niveau mondial. Il permet effectivement d’aider les cliniciens a adapter rapidement,
efficacement et individuellement le traitement de la tuberculose pour prévenir au mieux les réponses

aux traitements.
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Conclusion générale

L'arsenal thérapeutique pour lutter contre les infections bactériennes est aujourd’hui menacé par la
montée exponentielle de I'antibiorésistance. Face au manque de développement de nouvelles
molécules et a la consommation excessive d’antibiotiques, une des recommandations est de pouvoir
établir rapidement le diagnostic des infections pour la mise en place d’un traitement approprié et ainsi

lutter contre I'émergence de bactéries résistantes.

L'antibiogramme est la solution de choix pour guider le traitement, cependant, il ne peut prédire
totalement I'efficacité de I'antibiotique et ne peut se faire qu’a I’hdpital ou au laboratoire, posant ainsi
une limite quant a son utilisation en officine. C’'est pourquoi, le développement de tests rapides de
diagnostic pourrait permettre une prise en charge optimale du patient en un temps restreint et

permettre un meilleur suivi de la diffusion des bactéries multirésistantes.

Ce manuscrit s’est concentré sur le développement et 'utilisation de tests de diagnostic permettant la
détection de genes de résistance a une ou plusieurs familles d’antibiotiques. Il a ainsi été démontré
I'intérét de ces tests pour la détection de la résistance aux bactéries Gram négatif, notamment la
détection de B-lactamases a spectre étendu ainsi que la présence de carbapénemases. D’autre part, il
a été montré qu’un kit de diagnostic rapide, fiable et robuste a été développé pour la détection de la
résistance de Mycobacterium tuberculosis et est maintenant recommandé par I'OMS pour prévenir au

mieux les réponses aux médicaments antituberculeux.

En conclusion, les tests de diagnostic ont montré un réle important dans la lutte contre
I'antibiorésistance et continuent aujourd’hui a étre développés. Toutefois, le diagnostic de I'infection
ne suffit pas a lui-méme. Le développement de nouvelles molécules thérapeutiques permettrait
effectivement de limiter la propagation des résistances, c’est pourquoi, d'un point de vue
réglementaire, il est désormais important d’encourager les laboratoires a investir dans ce domaine.
Enfin, les mesures d’hygiene et de sensibilisation aux antibiotiques ne doivent pas étre négligées et

peuvent étre optimisées grace a l'intervention des professionnels de santé, dont les pharmaciens.
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