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Les antibiotiques sont largement utilisés depuis les années 40. Mais, progressivement, des résistances
ont émergé rendant les tests de susceptibilité aux antibiotiques essentiels et soulignant 'importance
des laboratoires de microbiologie clinique dans la prise en charge des infections. Cet article résume
les modes d’action des principales classes d’antibiotiques, discute des mécanismes impliqués dans la
résistance aux antibiotiques et décrit les méthodes permettant de prédire la susceptibilité ou la résis-

tance aux antibiotiques.

Rappel historique

Les agents antimicrobiens n’existaient
pas jusqu’'en 1909, lorsque des sels d’ar-
senic ont été utilisés pour le traitement
de la syphilis. Ces sels, appelés «SAL-
VARSAN)»,
sauvé par l'arsenic, présentaient cepen-

signifiant  littéralement
dant une toxicité significative. Ainsi le
premier antibiotique utilisé serait réel-
lement la para-sulfamidochrysoidine,
un colorant de synthese utilisé pour
traiter les streptocoques dés 1935 et
premier représentant de la famille des
sulfamidés. Bien que la plupart des
gens attribuent la découverte des anti-
biotiques a
miére utilisation en clinique remonte a

Fleming en 1929, la pre-

1935 pour les dérivés des sulfamidés et
a 1939 pour la pénicilline, car ce n'est
qu’a cette période que de la pénicilline a
pu étre purifiée par Florey et al. et que
sa large utilisation a des fins thérapeu-
tiques a véritablement débuté.

Les résistances aux antibiotiques étant
préexistantes au développement des an-
tibiotiques, la présence de pénicillinase
a été décrite tres rapidement, en 1940
déja par Dune et ses collaborateurs. De-
puis, l'utilisation des antibiotiques a ré-
volutionné la prise en charge clinique.
Et de nombreuses autres familles d’an-
tibiotiques ont été décrites (tableau 1).
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Objectifs de cet article

A travers cet article, les lecteurs pour-
ront connaitre les principales cibles sur
lesquelles agissent les antibiotiques et
comprendre les mécanismes condui-
sant au développement de résistances
chez les bactéries. Ce théme est essen-
tiel puisque la résistance aux antibio-
tiques représente un risque majeur de
santé publique (Risques biologiques en
Suisse, Rapport d e la Commission fé-
dérale d’experts pour la sécurité biolo-
gique, n ovembre 2019,
https://www.efbs.admin.ch/fr/recom-
mandations/opinions-sur-des-ques-
tions-dactualite/#c6216 ).

Le deuxieme objectif de cet article est
de décrire les méthodes actuelles per-
mettant de prédire la susceptibilité
d’'une souche bactérienne aux antibio-
tiques.

Familles d’antibiotiques

Rappelons que les antibiotiques d'une
méme famille ont tous la méme struc-
ture chimique (aussi appelée leur
«noyau») qui leur confere leurs proprié-
tés antibactériennes spécifiques. Ainsi a
titre d’exemple, les dérivés de la pénicil-
line appelés couramment les bétalacta-
mines ont tous un noyau bétalactame
qui a pour cible la «penicillin binding
une transpeptidase bacté-
rienne impliquée dans la biosynthese

protein»,

du peptidoglycan, un constituant essen-
tiel de leur paroi. Les autres agents blo-
quant la synthése de la paroi bacté-
rienne tels que la fosfomycine ou la
vancomycine ne font pas partie de la
méme famille puisqu’ils ne possedent
pas ce noyau bétalactame. Ils bloquent
donc a un autre niveau la synthése du
peptidoglycan. La fosfomycine agit sur

et leur cible

Tableau 1. Quelques familles d’antibiotiques
Famille Année de mise
d’antibiotiques sur le marché

Sulfamidés 1935
Bétalactamines 1939
Tétracyclines 1939
Aminosides 1950
Macrolides 1952
Glycopeptides 1958
Streptogramines 1962
Quinolones 1962

Cible ou mode d’action

Analogue métabolique
Synthese de la paroi
Synthése des protéines
Synthese des protéines
Synthese des protéines
Synthese de la paroi

Synthese des protéines

Synthese de ’ADN
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I'enzyme MurA, qui est la premiére en-
zyme impliquée dans la biosynthése du
peptidoglycan, alors que la vancomy-
cine va agir sur la synthése du peptide,
au niveau de la liaison D-ala, D-ala.
D’autres antibiotiques peuvent aussi in-
terférer avec la biosynthése du peptido-
glycan, comme la tunicamycine qui agit
sur 'enzyme MurG ou la bacitracine
qui agit sur les pyrophosphatases.
Notons quau sein d'une méme famille
d’antibiotiques, par exemple les bétalac-
tamines, il peut y avoir une différence
quant 2 (i) leur capacité d’atteindre leur
cible, et (ii) leur capacité a résister a I'hy-
drolyse par des enzymes bactériennes (les
bétalactamases, en l'occurrence). Ainsi,
les antibiotiques d'une méme famille se
différencient par (i) leur spectre d’action,
étroit ou large, et (ii) leurs propriétés
pharmacologiques (faible pénétration de
la barriere hématoencéphalique pour la
co-amoxicilline et la pipéracilline-tazo-
bactam par exemple, versus une bonne
pénétration de I'ampicilline).

Notons enfin que le spectre d’action
d’un antibiotique peut étre différent au
sein d’'une méme famille d’antibiotiques
et peut se réduire avec l'apparition de
souches résistantes. La résistance va
donc varier en fonction du temps, de la
région concernée et de la provenance
des souches (communautaires ou hos-
pitalieres).

Meécanismes de résistance

On distingue quatre principaux méca-
nismes conduisant a la résistance aux
antibiotiques:

— le premier est lié a 'action d’enzymes
qui inactivent l'antibiotique (par

exemple, les bétalactamases qui
inactivent les dérivés de la pénicil-
line;

— le deuxiéme est lié a la modification
de la cible de I'antibiotique;

— le troisieme concerne l'altération des
récepteurs ou la diminution de la
perméabilité de la membrane, qui ré-
duisent l'entrée d'un antibiotique
dans la cellule bactérienne;

— et enfin le dernier mécanisme est le
refoulement des antibiotiques hors
de la cellule par des pompes bacté-
riennes.

Les résistances
Les résistances peuvent étre soit natu-
relles, soit acquises. Les résistances na-
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turelles sont par définition de nature
chromosomique alors que les résis-
tances acquises peuvent étre chromoso-
miques ou plasmidiques. Parmi les ré-
sistances acquises, on distingue celles
qui sont dues a des mutations au niveau
de 'ADN chromosomique et celles liées
a des transferts de génes sur des plas-
mides ou d’autres éléments mobiles in-
sérés dans le chromosome bactérien
(ilots génomiques, cassettes ...).

Le transfert de ces génes de résistance
peut se faire par transformation (intro-
duction d’ADN natif au sein d'une bac-
térie) lors d'un choc chimique, ther-
mique ou électrique permettant
l'augmentation de la perméabilité mem-
branaire a I'entrée de cet ADN (c’est une
méthode fréquemment utilisée par les
laboratoires de recherche). La trans-
duction (généralement médiée par des
phages), la transposition (transfert de
transposons qui typiquement se voit
chez les bactéries Gram positives), la
conjugaison (grace au systeme Tra codé
sur divers plasmides principalement
chez les bacilles Gram négatifs) sont
d’autres modalités d’échanges de génes
de résistance. On peut également obser-
ver le transfert de génes par des cas-
settes (résistance a la méthicilline chez
les staphylocoques dorés) ou par des
ilots génomiques (Acinetobacter bau-
mannii).

D’une maniére générale, et quel que soit
le mécanisme impliqué, il y a générale-
ment quelques clones résistants qui se-
ront sélectionnés par l'exposition de la
population bactérienne a 'antibiotique.
Ces clones résistants étant sélectionnés,
ils vont pouvoir se répandre, coloniser
des personnes en bonne santé et finale-
ment causer des cas groupés d’infec-
tions résistantes, voire des épidémies.
Ainsi, si I'on veut lutter contre l'aug-
mentation des résistances acquises, il
est nécessaire a la fois de limiter l'utili-
sation des antibiotiques (qui sélec-
tionnent les clones résistants) et de faire
un contrdle de la dissémination des
souches résistantes, notamment au sein
des hopitaux et des centres de soins
(pour limiter la transmission des
souches résistantes entre les patients).

Comment tester la susceptibilité
d’une bactérie aux antibiotiques?
Le role du microbiologiste est de four-
nir des résultats sur la susceptibilité aux
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Antibiotika, Resistenzmechanismen,
genetischer Austausch und
Antibiotika-Resistenzbestimmung

Auf dem Markt sind zahlreiche Antibiotika erhaltlich. Es
gibt jedoch relativ wenige Zielstrukturen, gegen die diese
Antibiotika wirksam sind, und somit letztendlich auch we-
nige unterschiedliche Antibiotikagruppen. Da die gegen
ein Antibiotikum einer Gruppe erworbenen Resistenzen
oft eine Kreuzresistenz gegen die anderen Antibiotika aus
derselben Gruppe nach sich ziehen, ist es angebracht,
sich Gedanken Uber die Zunahme der erworbenen Resis-
tenzen zu machen. Es sollte folglich daftr gesorgt wer-
den, dass der Selektionsdruck durch einen adéquaten
Einsatz von Antibiotika verringert und die Ubertragung re-
sistenter Klone mithilfe von epidemiologischen und Infek-
tionsschutzmassnahmen verhindert wird. Zur Verringe-
rung des Selektionsdrucks ist insbesondere die
Verordnung einer gezielten Antibiotikabehandlung wich-
tig. Diese wird hauptséchlich durch eine Antibiotika-Re-
sistenzbestimmung ermoglicht, die von den Laboratorien
mit hoher Zuverléssigkeit und innerhalb kirzester Zeit
durchgefuhrt wird. Die Identifizierung von Mikroorganis-
men (sehr oft mittels MALDI-TOF) spielt ebenfalls eine
grosse Rolle im Hinblick auf die Méglichkeit einer Antibio-
tika-Deeskalation [3]. Hierzu stehen zahlreiche Verfahren
zur Verflgung; Zukunftstechniken sowie die Automation

stellen ebenfalls vielversprechende Strategien dar.

antibiotiques. Ceci peut se faire par des
méthodes phénotypiques (basées sur la
culture) et/ou par la détection de méca-
nismes de résistance (basée sur la biolo-
gie moléculaire). Les résultats du labo-
ratoire de microbiologie doivent étre
bien entendu standardisés et controlés.
Le «gold standard» a été longtemps la
mesure de la concentration minimale
inhibitrice en bouillon (tube ou micro-
plaque). Le test epsilométrique (E test)
sur des géloses a permis de simplifier la
mesure de la concentration minimale
inhibitrice, et la réaliser en routine,
dans les cas qui le nécessitent.

1l existe de nombreux systémes automa-
tisés ou miniaturisés qui permettent
également de donner des indications
sur la susceptibilité d'une souche bacté-
rienne. Cependant, leurs résultats se
basent généralement sur la détection
d'une absence de croissance, en pré-
sence d'une concentration précise d’an-
tibiotique, trés proche de la valeur défi-
nissant sa susceptibilité ou sa résistance
(break-point).

Ces systémes ont permis d’automatiser
les tests et permettent de rendre des ré-
sultats dans un délai minimal de six a
huit heures, souvent davantage. Lutili-
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sation des tests de diffusion avec
disques (méthode de Kirby-Bauer) est
également largement utilisée et se base
sur linoculation d'une gélose de type
Miiller-Hinton avec une culture pure de
la bactérie a tester, & une concentration
précise (McFarland de 0,5). On y ajoute
ensuite un disque imprégné d’antibio-
tique et on effectue les lectures apres
18 a 24 heures d'incubation a 35-37°.
La lecture des diametres des zones d'in-
hibition se fait au millimetre pres et ce
diametre correspond pour chaque
couple antibiotique/bactérie a une sus-
ceptibilité, a une valeur intermédiaire
ou résistante, selon les critéres d'inter-
prétation. Lavantage de cette méthode
est qu'elle permet de déposer plusieurs
disques d’antibiotiques différents sur
une seule gélose, de s’assurer visuelle-
ment que la souche est bien isolée et
qu’elle ne contient pas de sous-popula-
tion résistante (hétérorésistance). En-
fin,
largement de l'automation de la micro-
biologie [1].

1l existe principalement deux criteres

cette technique va bénéficier

d’interprétation: les critéres européens
(Eucast) et les critéres américains
(CLSI). Un avantage supplémentaire
des tests de diffusion avec disques est la
possibilité d’'observer des synergies ou
des antagonismes entre antibiotiques,
et donc de prédire certains mécanismes
de résistance dont la présence d’AmpC
(inhibition entre ceftriaxone et imipé-
ou dESBL (synergie
I'amoxicilline-clavulanate et certaines

nem) entre
céphalosporines). Notons que les tests
de synergie et d’antagonisme doivent
étre interprétés avec prudence et ne
font pas partie des critéres Eucast.

Détection des carbapénémases

Les différents laboratoires diagnos-
tiques ont développé des approches dif-
férentes pour tester la présence de car-
bapénémases (enzymes conduisant a la
résistance aux carbapénémes). Ainsi
I'utilisation de tests colorimétriques
permet de détecter la présence de car-
bapénémase avec une sensibilité accep-
table dans un délai tres court. Cepen-
dant des plus
spécifiques permettent d’identifier la

tests moléculaires
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présence de carbapénémases avec une
plus grande fiabilité et précision. Ainsi
dans de nombreux laboratoires, des
PCR spécifiques sont utilisées pour dé-
tecter la présence des différentes carba-
pénémases fréquemment rencontrées
en Suisse.

Au vu du nombre croissant de méca-
nismes, la génomique bactérienne sur
souche va probablement bientdt com-
pléter, voire supplanter, ces PCR mul-
tiples. A Lausanne, Geneve et Bale,
I'analyse par génomique de la résistance
peut de
48 heures et donne des résultats fiables,

étre effectuée en moins

congruents avec les résultats basés sur
des tests moléculaires de type PCR. Ce-
pendant, les tests phénotypiques restent
encore idéaux a ce jour compte tenu de
I'absence d’étalon or et de la possible
présence de génes de résistance non en-
core connus ou non détectables de ma-
niere simple. En effet, il est tres difficile
en génomique d’identifier les pompes a
efflux puisqu’il existe de nombreux
transporteurs et que leur spécificité de
substrat n'est pas précise. De méme,
leur seule présence n'implique pas tou-
jours la résistance, car elles peuvent ne
pas étre actives.

A Tavenir, il est possible que des tests
basés sur la microscopie a force ato-
mique et sur la détection de nanomou-
vements constituent des tests phénoty-
piques fiables avec des résultats rapides.
Le «proof of principle» a été démontré
pour E. coli isolés d’hémocultures [2].
Le paradigme derriére la microscopie a
force atomique est qu'on ne va plus uti-
liser ni la détection d’'un géne ou de mu-
tations, ni la croissance d'une bactérie
mais simplement ses mouvements en
présence ou en l'absence d’'un antibio-
tique donné. Lorsque les mouvements
baissent de plus de 40 %, le germe peut
étre considéré comme susceptible a
I'antibiotique. Cette approche est pro-
metteuse mais doit encore étre validée.

Conclusions

En conclusion, il y a de nombreux anti-
biotiques sur le marché mais relative-
ment peu de cibles contre lesquelles
agissent ces antibiotiques et donc fina-
lement peu de familles d’antibiotiques
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différentes. Ainsi, les résistances ac-
quises contre un antibiotique d’'une fa-
mille conférant souvent une résistance
croisée avec les autres antibiotiques de
la méme famille, il y a lieu de s'inquiéter
de laccroissement des résistances ac-
quises. Il faut donc veiller a réduire la
pression de sélection grace a un usage
adéquat des antibiotiques et prévenir la
transmission de clones résistants par
des mesures épidémiologiques et de
controle de l'infection. Pour réduire la
pression de sélection, il est particuliere-
ment important de donner des traite-
ments antibiotiques ciblés et ceci est
possible grace aux tests qui permettent
de déterminer la sensibilité aux antibio-
tiques de maniere fiable et avec des dé-
lais les plus courts possibles. Lidentifi-
cation microbienne (trés souvent par
MALDI-TOF) joue aussi un role majeur
dans la possibilité de désescalade anti-
biotique [3]. Ainsi, de nombreuses tech-
des

techniques émergentes (comme la na-

niques sont disponibles et

nomotion) ainsi que l'automatisation
représentent des pistes prometteuses.
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