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I) Introduction

Les infections résultent de l'infection par un micro-organisme et peuvent é&tre trés
dangereuses pour 1'organisme humain. Elles sont parfois bénignes et le corps se défend seul, mais
selon le pathogene et surtout selon I'organe touché elles peuvent étre plus graves. Nous allons ici
dans ce mémoire de thése nous concentrer sur les infections bactériennes.

Afin de lutter contre les infections dues a des bactéries nous utilisons des antibiotiques. Il en
existe de nombreuses classes telles que : (1)

— les béta-lactamines, grande classe regroupant les pénicillines, les céphalosporines et les
monobactames, antibiotiques bactéricides par inhibition de la synthése de la paroi,

— les macrolides, antibiotiques de synthése bactériostatiques inhibant la synthése des protéines
bactériennes en se fixant sur la fraction 50S des ribosomes,

— les aminosides, antibiotiques bactéricides agissant sur la sous-unité 30S des ribosomes,

— les glycopeptides, antibiotiques bactéricides temps-dépendants,

— les tétracyclines, antibiotiques bactériostatique agissant en inhibant la synthése des protéines
bactériennes par fixation sur la fraction 30S des ribosomes,

— les fluoroquinolones, antibiotiques de synthése bactéricides inhibant la toposiomérase II
(ADN gyrase).

Cependant les bactéries ne sont pas toutes sensibles a l'action de ces antibiotiques. Le
mésusage et l'utilisation trop poussée des antibiotiques ont conduit les bactéries a trouver des
mécanismes de résistance afin de lutter contre ceux-ci. Une bactérie est considérée résistante quand
la CMI (concentration minimale inhibitrice) d'un antibiotique nécessaire pour éradiquer la bactérie
dépasse la concentration efficace chez une bactérie dite sensible et s'approche de la concentration
critique haute (1). Dans certains cas, les bactéries peuvent développer des résistances a plusieurs
antibiotiques différents, on les appelle BMR (bactéries multi résistantes). Il s'agit d'un vrai probléme
de santé publique.

Nous nous centrerons dans ce travail sur la problématique des résistances bactériennes aux
fluoroquinolones (FQ).

Dans une premiére partie, nous allons voir les généralités sur les bactéries, que ce soit leurs
composants ou les différents types de bactéries, leur croissance ainsi que l'existence de certaines
particularités.

Puis, dans une deuxiéme partie, nous allons étudier les fluoroquinolones, a travers leurs
structures, leurs pharmacocinétiques, leurs mécanismes d'action, leur RSA (relation structure
activité), et leurs effets indésirables et contre-indications.

Ensuite, dans une troisiéme partie, nous allons voir les différents mécanismes de résistances
aux fluoroquinolones, qu'elles soient naturelles ou acquises.

Enfin nous allons voir les stratégies possibles d'évitement de l'apparition de résistances afin
de restaurer l'activité de ces FQ.



II) Les Bactéries

1. Généralités
1. Découverte et morphologie

Les bactéries sont des micro-organismes unicellulaires pouvant étre responsables, ou non, de
pathologies. Elles ont été observées au XVII éme siécle par Leeuwenhoek, inventeur du
microscope. Il en existe de nombreux types différents et elles sont omniprésentes dans la nature, y
compris dans l'organisme humain. En effet, elles sont nécessaires au bon fonctionnement du
systeéme digestif notamment, via le microbiote intestinal. Les bactéries que possede 1'étre humain
sain constituent la flore commensale. Celle-ci est constituée de milliards de bactéries. (2)

Les bactéries comme dit précédemment sont des organismes constitués d'une seule cellule.
Elles font donc partie de l'ordre des procaryotes. Elles ne possédent pas de noyau et mesurent entre
0,5 et 15um en moyenne. Elles sont constituées de plusieurs organites, chacune ayant sa propre
fonction (figure 1). (3)

Ainsi, certaines bactéries posseédent une capsule, enveloppe entourant la bactérie. Elle est
généralement de nature polysaccharidique mais parfois peut étre de nature protéique.

Des bactéries phototropes possédent des chromatophores, organites contenant des pigments de
chlorophylle bactérienne et des caroténoides. Ils permettent a ces bactéries de réaliser la
photosynthese.

On peut parfois observer des mésosomes, invaginations de la membrane plasmique en forme de
vésicules, de tubes ou de lamelles.

L'ADN chromosomique des bactéries, contrairement a celui des cellules des eucaryotes, n'est pas
dans un noyau. Il est constitu¢ d'un seul chromosome.

Le cytoplasme bactérien contient aussi des éléments de réserve, notamment de l'amidon, du
glycogéne, du souftre, des polyphosphates organiques ou encore du fer.

Parmi les ¢léments inconstants de la bactérie on peut trouver des flagelles, éléments de nature
protéique qui permettent a certaines bactéries de se mouvoir mais qui ont aussi un role antigénique
pour la différenciation de certaines especes. Ils sont ancrés dans le cytoplasme.

On peut aussi trouver des pili ou fimbriae particulierement chez les bactéries Gram négatif. Ces sont
des appendices filiformes trés courts, rigides et cassants qui conférent aux bactéries des propriétés
hémagglutinantes, c'est-a-dire que les hématies s'agglutinent en leur présence.

Certaines bactéries (cyanobactéries, bactéries pourpres et bactéries vertes) possédent des vacuoles a
gaz. Ces bactéries sont photosynthétiques. Ces vacuoles a gaz sont utilis€ées pour se sustenter a
différentes profondeurs dans les masses d'eau qu'elles fréquentent.

Les ribosomes sont des composants essentiels de la bactérie. Ils sont composés d'ARN et de
protéines. Ils se divisent en 2 sous unités distinctes : la sous unité 30S et la sous unité¢ 50S. Ils se
situent principalement proches de la paroi cytoplasmique et de la membrane. Ils vont permettre a la
bactérie de transcrire I'ARN en protéines, que ce soit pour fabriquer et renouveler la paroi ou
exporter d'autres protéines.

Les bactéries peuvent contenir des morceaux d'’ADN double brin circulaires surnuméraires : les
plasmides. Ceux ci vont également étre codés en ARN puis en protéines et permettent souvent aux
bactéries d'acquérir de nouvelles fonctions. En effet, les plasmides sont transmissibles d'une
bactérie a une autre, cela explique une partie de I'acquisition de caractéres des bactéries. De plus, ils
se répliquent indépendamment du chromosome bactérien. Ils sont porteurs de caractéres de fertilité,
de résistance aux antibiotiques, de virulence, de résistance aux antiseptiques, de caracteres
métaboliques, entre autres. Les plasmides peuvent donner un avantage sélectif a la bactérie mais
peuvent étre éliminés spontanément de la cellule hote.



La paroi est une structure plus ou moins complexe selon la bactérie. Elle est constituée de
peptidoglycane plus ou moins dense, ainsi que des lipoprotéines en proportions variables, mais peut
aussi contenir des lipopolysaccharides (LPS). Le peptidoglycane est un polymere complexe formé
de 3 ¢léments différents : une épine dorsale faite d'une alternance de molécules de N-
acétylglucosamine et d'acide N-acétylmuramique ; un ensemble de chaines latérales peptidiques
identiques, composées de 4 acides aminés et attachées a cet acide ; et un ensemble de « ponts
interpeptidiques » identiques. L'épine dorsale est la méme pour toutes les especes bactériennes
tandis que les chaines latérales de tétrapeptides et les ponts interpeptidiques varient d'une espece a
l'autre. La plupart des chaines latérales comportent la L-alanine en position 1 (attachée a 1'acide N-
acétylmuramique), le D-glutamate en position 2, l'acide diamino-pimélique, la lysine ou un autre
acide aminé en position 3, et la D-alanine en position 4. La paroi contient de nombreux
déterminants antigéniques qui permettent la distinction sérologique d'espéces bactériennes proches.
La paroi bactérienne est plus ou moins perméable a certains solvants, ce qui permet la coloration de
Gram notamment.(4)

© Capsule © Vacuoles 2 gaz

© Chromatophore © Pili

© Mésosome @ Ribosomes

© ADN chromosomique & Membrane cytoplasmique
© Pigments & ADN plasmidique

© Grains de réserve ® Paroi

@ Flagelle

Figure 1 : Les différents constituants d'une bactérie (3)

Certaines bactéries peuvent se transformer en structures végétatives, métaboliquement
actives et potentiellement pathogénes, ou en spores, structures métaboliquement inactives et non
pathogenes. Cette forme permet aux bactéries de résister a des environnements habituellement
impropres a leur survie et a leur développement. La transformation se fait par sporulation : le
cytoplasme s'asséche et la bactérie construit une paroi solide qui pourra la protéger pendant
plusieurs années. La spore redonnera une bactérie par végétation quand I'environnement sera plus
propice au développement bactérien (température, humidité et nutriments). (5)

2. Classification des bactéries

1. Généralités
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Au cours du temps les bactéries ont été classifiées de nombreuses manieres différentes.(2)
Par exemple la classification de Linné permet de différencier les bactéries selon leur régne, leur
embranchement, leur famille, leur genre et leur espece. D'autres classifications se font selon leurs
caractéristiques morphologiques ou encore métaboliques : les cocci sont des bactéries assez petites
et sphériques, les bacilles ressemblent a des batonnets, qui peuvent &tre incurvés, ou encore
spiralés... Une autre maniere de les classifier se fait selon la nécessité ou pas d'étre en contact avec
de l'oxygene afin de survivre et se multiplier. Il s'agit du caractére aérobie ou anaérobie. Certaines
bactéries nécessitent une quantité spécifique d'oxygene afin de se développer, elles sont appelées
microaérophiles. D'autres encore n'ont pas besoin d'un environnement spécifique en terme
d'oxygene.

Elles peuvent étre classées selon des spécificités biochimiques, antigéniques, pathogéniques,
enzymatiques, selon leur sensibilit¢ aux antibiotiques ou aux bactériophages, ou encore
moléculaires ; mais aussi selon leur capacité a sporuler, la température de croissance, la mobilité,
les besoins nutritionnels, la capacité de photosynthese, l'utilisation de différentes sources de carbone
ou d'azote... Enfin une des manieres les plus utilisées de classifier les bactéries est selon la
coloration de Gram.

2. Coloration de Gram

1. Principe de la coloration

La paroi des bactéries est plus ou moins ¢€paisse et est constituée notamment de
peptidoglycane. Chez certaines bactéries, cette paroi est recouverte par une membrane. La
coloration de Gram repose sur la différenciation des bactéries possédant cette membrane ou pas.(7)

1

=\ 2 7 3
E—}; D ]|l =

Zoom

Figure 2 : Les différentes étapes de la coloration de Gram (7)
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La coloration se fait en 7 étapes : (7 et 8)

Tout d'abord il faut réaliser un frottis a partir de la solution contenant les bactéries a
identifier. Elle doit étre bien mélangée et homogénéisée afin qu'il n'y ait pas de culot au fond
. Pour ce faire il faut prendre une goutte de la solution, I'appliquer sur une lame, puis fixer la
colonie bactérienne avec de I'é¢thanol a 90° pendant au moins 5 minutes puis en chauffant la
lame.

Ensuite on plonge la lame dans une solution de violet de gentiane pendant quelques minutes
afin de colorer les bactéries en violet. On rince a l'eau déminéralisée.

On étale du lugol (solution iodo-fluorée) et on laisse agir pendant 20 secondes. On rince a
I'eau déminéralisée. C'est le mordant qui permet de fixer le violet.

Ensuite on décolore a l'alcool en versant goutte a goutte sur la lame pendant 5 a 10
secondes. On rince sous un filet d'eau déminéralisée. L'alcool pénetre dans la bactérie et la
coloration au violet de Gentiane disparait, cela ne se produit que pour certaines bactéries.
Enfin on procéde a une contre-coloration des bactéries a la fuschine en laissant poser entre
30 secondes et 1 minute avant de laver a l'eau déminéralisée. On fait sécher la lame sur une
plaque chauffante a 40°C pendant 10 a 15 minutes.

On peut ensuite observer les bactéries au microscope en utilisant un grossissement 1000

avec une goutte d'huile pour immersion.

2. Identification

Gram-negative

Capsule Poly- Capsule Poly-
Saccharidigue /1 Saccharidique
LP5 4 Protéine-M
(Endotoxine]) '{; Acide lipo-
Porine 4 : 1 teichoique
- — Acide teichoique

Phospholipide
Lipoprotéine

Peptidoglycane

Protéine

Cytoplasme
el

?._Peptidoglycane
a‘

| Phospholipide

+ Protéine

Figure 3 : Différence entre les parois des bactéries a Gram positif et a Gram négatif (9)

Les bactéries Gram positives (Figure 3 a droite) sont des bactéries apparaissant violettes

aprés coloration de Gram et examen au microscope. Elles possédent une paroi épaisse d'une
quarantaine de couches de peptidoglycane qui empéche I'alcool de passer et de décolorer les
bactéries passées précédemment au violet de gentiane.

Les bactéries Gram négatives (figure 3 a gauche) sont des bactéries apparaissant roses apres

coloration de Gram. En effet la minceur de leur couche de peptidoglycane et leur enveloppe ne leur
permet pas de résister a la décoloration a I'alcool.

Apres la coloration de Gram qui teinte le cytoplasme des bactéries, il faut regarder au

microscope la forme de la bactérie. S'il s'agit de bactéries allongées, elles sont considérées comme
des bacilles alors que sous forme de spheéres, ce sont des cocci. (6)
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La forme des colonies elles-méme présente une importance capitale afin de distinguer de
quelle bactérie il s'agit. En effet des cocci Gram positives peuvent étre des streptocoques ou des
staphylocoques. La différenciation aprés coloration de Gram repose sur l'aspect des colonies ; en
effet les Streptocoques (Figure 4) sont souvent sous forme de chainettes de bactéries ; quand aux
Staphylocoques (Figure 5) ils se présentent souvent sous forme d'amas, de grappes de raisin.

Figure 5 : staphylocoques, colonies de S. aureus (11) apres coloration de Gram.

3. Bactéries non colorables

Certaines bactéries sont acido alcoolo résistantes, c'est-a-dire qu'elles résistent a la
coloration de Gram. En exemple type nous retrouvons les mycobactéries qui sont exclusivement
colorables par la coloration de Ziehl Neelsen (12). Cette coloration repose sur une coloration a
chaud, puis une décoloration par un acide fort puis a un trempage dans de l'alcool a 90° suivi par
une coloration au bleu de méthyléne. Les mycobactéries ne sont pas colorables par la méthode
Gram a cause de la composition de leur paroi ; en effet celle ci se comporte plus comme une cire
que comme une paroi de bactérie dite « classique ». (13)

Parmi les bactéries non colorables par la méthode de Gram nous avons aussi les Mollicutes
qui ne sont pas colorables car elles ne possédent ni paroi ni membrane externe.

Une autre classification des bactéries se fait selon I'ARNr 16S (101). Cet ARNr possede des
domaines fixes et des régions hypervariables, et est présent en abondance dans les cellules. Il
possede un role clef dans la traduction de I'ARN en protéines. La plupart des bactéries est désormais
identifiable et classable selon la position de sa séquence d'ADNr 16S (portion d'ADN codant pour
I'ARNr 16S). Deux bactéries appartiennent a des especes différentes si leurs ARNr 16S partagent
moins de 97% de similitude, toutefois cela dépend des especes et de leur systeme de réparation de
I'ADN. L'avantage de cette classification est qu'elle permet également de classifier les bactéries non
cultivables.
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2. Croissance bactérienne

1. Conditions nécessaires a la croissance
1. Besoins nutritionnels

Les bactéries ont de nombreux besoins afin de croitre dans de bonnes conditions. Elles ont
notamment des besoins énergétiques qui dépendent du type de bactérie : certaines bactéries sont
dites phototropes, c'est-a-dire qu'elles utilisent 1'énergie lumineuse comme source d'ATP via la
photosynthese ; tandis que d'autres sont dites chimiotropes, c'est-a-dire qu'elles récuperent de
I'énergie a partir de composés minéraux ou organiques présents dans le milieu environnant. La
plupart des bactéries présentant un intérét médical sont chimiotropes.(14)

Les bactéries ont besoin de sources de carbone, de soufre, d'azote ou encore de phosphore.
Elles les trouvent dans le milieu ; par exemple elles peuvent se servir du dioxyde de carbone (pour
les bactéries pratiquant la photosynthése) ou de 1'azote présents dans l'air ou encore se servir de
composés présents dans le milieu comme des sucres en tant que source de carbone ou des sulfates
en tant que source de soufre. Les composés comme le sodium et le fer sont aussi récupérés dans le
milieu environnant de la bactérie.(15)

Quand ses besoins ne sont pas comblés, la bactérie peut soit : (i) se mettre sous une forme
résistante inactive (les spores évoquées précédemment), (ii) s'adapter et adapter son métabolisme au
manque d'organites dans le milieu. Elle peut ainsi dégrader son ARN afin de récupérer des
nucléosides utilisables comme sources de carbone ou d'énergie, elle peut aussi dégrader ses
protéines dans ce but mais aussi pour pouvoir récupérer les acides aminés de ces protéines afin d'en
refabriquer de nouvelles plus adaptées a la vie dans un milieu limité. Elle peut aussi synthétiser un
systeme de captation des éléments nécessaires a sa survie comme le phosphore, le sodium, le fer,
des composés carbonés, etc. ; afin de compenser le manque de nutriments.

2. Conditions externes

Chaque type de bactérie a ses propres conditions optimales de croissance et de
développement. Ce genre de conditions de croissance permet aussi de différencier certaines especes
et familles de bactéries. (14)

Certaines ont besoin d'une certaine quantité d'oxygene présente dans le milieu environnant ;
tandis que d'autres ne nécessitent pas d'oxygene dans le milieu. On les appelle respectivement
adrobies strictes si elles nécessitent obligatoirement la présence d'oxygene, anaérobies strictes si
elles ne se développent qu'en l'absence d'oxygene, microaérophiles si elles ne se développent qu'en
présence d'une quantité donnée d'oxygene ou encore aéro-anaérobies si elles peuvent se développer
que ce soit en présence ou en l'absence d'oxygene.

Ensuite la température du milieu peut influer sur la croissance ; plusieurs types de bactéries
selon leurs conditions de température sont distingués. Tout d'abord les bactéries mésophiles dont la
température de croissance est proche de celle du corps humain (37°C), ensuite les bactéries
thermophiles qui croissent entre 45 et 70°C, puis les hyperthermophiles croissant a plus de 80°C,
ainsi que les psychrophiles croissant a une température proche de 0°C.

De plus la croissance de certaines bactéries dépend du pH. On distingue les neutrophiles (qui
se développent pour des pH entre 5,5 et 8,5), les acidophiles (qui se multiplient dans des milieux
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acides), et les alcalophiles (qui se développent mieux dans des milieu alcalins).

La présence d'eau est également nécessaire au développement de certaines bactéries, que ce
soit pour établir une pression osmotique précise ou contenir des composés essentiels comme des
sels ou encore des sucres. Certaines bactéries ont besoin de sel pour leur croissance, elles sont
appelées bactéries halophiles ; tandis que d'autres peuvent supporter la présence de sel jusqu'a une
certaine concentration mais elle n'est pas obligatoire a leur croissance, elles sont halotolérantes. La
présence de sucres n'est pas obligatoire a la croissance bactérienne, mais les bactéries qui en ont
besoin sont appelées osmophiles, tandis que les bactéries qui peuvent supporter leur présence sans
qu'elles n'en aient besoin pour leur croissance sont appelées osmotolérantes. Les bactéries
xérophiles n'ont pas besoin d'eau pour se développer correctement.

2. Principes de la croissance

Si les conditions sont optimales pour elles, les bactéries croissent, c'est-a-dire qu'elles se
multiplient. La plupart des bactéries le font par fission binaire (figure 6). L'ADN chromosomique de
la bactérie se réplique et se sépare en deux nucléoides, puis la bactérie grossit. Un septum (anneau
protéique de constriction) se forme et comprime la bactérie mere afin de former les deux filles. Les
bactéries filles sont des clones de la bactérie mere. Il existe toutefois certaines exceptions comme
par exemple pour certains bacilles (ici Bacillus subtilis) ou la paroi forme un mur avant de diviser
les deux bactéries filles et de reconstituer un pole hémisphérique.

Escherichia coli Bacillus subtilis
Paroi
Septum

¥ $
oo (olo
SEHEE

Figure 6 : division bactérienne pour E.coli et B.subtilis (16)

Afin de croitre, les bactéries ont besoin d'un environnement qui leur convient. En effet lors
de la croissance en milieu limit¢ il y a un appauvrissement du milieu en nutriments et un
enrichissement en sous produits du métabolisme parfois toxiques. La croissance s'effectue en
plusieurs étapes, nous avons ainsi par ordre chronologique : (15)

— Une phase de latence, dont la durée dépend de 1'age de la bactérie, de la composition du
milieu, de la température, etc. Elle correspond a la période durant laquelle les bactéries
synthétisent les enzymes nécessaires a la croissance dans le substrat. Cette phase est
beaucoup plus longue in vivo que in vitro.

— Une phase d'accélération ou la croissance s'accentue, puis une phase de croissance
exponentielle quand les bactéries seront au maximum de leur vitesse de croissance. Les
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bactéries se multiplient rapidement.

Une phase de ralentissement due a l'épuisement des nutriments du milieu de culture et une
accumulation des produits du métabolisme. Certaines bactéries commencent & mourir.

Une phase stationnaire ou le nombre de bactéries tuées est compensé par le nombre de
bactéries qui se divisent; avant d'avoir une phase de déclin suite a épuisement des
nutriments et de l'autolyse des bactéries.

Toutes ces étapes sont visibles plus facilement lorsqu'une culture in vitro des bactéries est

effectuée. Dans le corps humain il est rare que les nutriments manquent au point d'avoir une phase
de déclin. Dans la majorité des cas il s'agit d'une diminution du nombre de bactéries suite a une
réponse du systeme immunitaire de 1'hote ou encore a I'utilisation d'antibiotiques qui vont étre soit
bactéricides soit bactériostatiques. (14)

Les antibiotiques bactéricides provoquent une lyse de la bactérie ; tandis que les

bactériostatiques empéchent les bactéries de se multiplier ce qui induit a terme un déclin du nombre
de bactéries.

16

Les différentes classes d’antibiotiques sont : (1)

les pénicillines, premiers antibiotiques découverts et utilisés a grande échelle. Ce sont des
toxines produites par certains champignons. Elles possédent un effet bactéricide en se fixant
sur les enzymes synthétisant la paroi bactérienne, ce qui inhibe cette synthése. Certaines
sont utilisables per os, tandis que d'autres sont exclusivement utilisables par voie parentérale
du fait de leur biodisponibilité médiocre par voie orale. Leur spectre d'activité dépend de la
molécule, les plus anciennes ont généralement un spectre moins étendu que celles trouvées
plus récemment et il est possible de leur associer un inhibiteur de béta-lactamase afin
d'augmenter leur spectre d'action.

les céphalosporines, dérivées d'autres béta-lactamines et actives sur les bactéries
productrices de pénicillinases. Elles sont divisées en plusieurs générations selon I'année de
leur découverte. Elles sont bactéricides et agissent sur les enzymes formant le
peptidoglycane constituant la paroi bactérienne. Cela provoque une lyse de la bactérie. Elles
ont un spectre d'activité assez large qui incluse la plupart des bactéries a Gram positif, a
Gram négatif, et certaines anaérobies. Ce spectre d'activité varie aussi selon la génération.
Elles sont utilisable per os ou par voie parentérale.

les macrolides, antibiotiques de synthése. Ce sont des antibiotiques bactériostatiques
inhibant la synthése des protéines bactériennes en se fixant sur la fraction 50S des
ribosomes. Par cette fixation ils inhibent 1'action de la peptidyl-transférase. L'administration
parentérale permet d'atteindre des concentrations proches de la bactéricidie. Ils ont une
excellente diffusion et un spectre d'activité diversifié mais qui exclut la plupart des bacilles a
Gram négatif. IIs sont utilisables per os et par voie parentérale.

les aminosides, antibiotiques produits par certains actinomycétes ou fabriquées par
hémisynthése a partir des molécules précédentes. Ce sont de puissants antibiotiques
bactéricides et leur activité est concentration-dépendante avec un effet post-antibiotique.
Leur cible principale est la sous-unité 30S des ribosomes. Ils sont administrés généralement
par voie parentérale et possédent un spectre d'action large incluant notamment les
staphylocoques, les bacilles a Gram positif mais aussi les bacilles a Gram négatif.

Les glycopeptides, classe ne comprenant que deux molécules : la vancomycine et la
teicoplanine. Ce sont des antibiotiques actifs uniquement sur les bactéries a Gram positif, et
notamment sur les SARM (S. aureus résistants a la méthicilline). Ils inhibent la synthése du
peptidoglycane en se fixant sur son précurseur. Ils sont bactéricides temps-dépendants
utilisés uniquement par voie parentérale pour les infections systémiques car ils ne sont pas



absorbés par voie orale. Toutefois la vancomycine peut étre prise par voie orale pour traiter
les colites pseudomembraneuses a Clostridium difficile.

— les tétracyclines sont des antibiotiques bactériostatiques possédant une bonne diffusion
tissulaire et cellulaire. Elles agissent en inhibant la synthése des protéines bactériennes par
fixation sur la fraction 30S des ribosomes. Leur spectre d'activité comprend les bactéries a
Gram positif et a Gram négatif. Elles sont utilisables par voie orale mais aussi parentérale.

— les fluoroquinolones, antibiotiques de synthése bactéricides possédant un effet post-
antibiotique. Elles inhibent la toposiomérase II (ADN gyrase). Elles ont une bonne diffusion
et sont utilisables per os, par voie locale, ou par voie parentérale. Elles possédent un spectre
large.

[11))] Les fluoroquinolones

1. Généralités et découverte

Les quinolones sont des antibiotiques de synthése découverts en 1962 par Georges Lescher.
Il a découvert l'acide nalidixique (figure 7) qu'il a synthétisé a partir d'un dérivé de chloroquine. Dés
I'année suivante cette molécule a été utilisée pour ses propriétés antibactériennes notamment contre
les infections urinaires. Cette quinolone est active sur les bactéries a Gram négatif. Toutefois son
usage était limité par le spectre étroit et la pharmacocinétique défavorable. (1)

r
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Figure 7 : structure chimique de I'acide nalidixique

De trés nombreux antibiotiques ont été synthétisés dans cette famille a partir de 1a. Il faut
attendre 1985 et l'arrivée des fluoroquinolones pour que leur usage soit plus large. En effet 1'apport
du groupement fluoré en position 6 et d'une fonction pipérazine substituée ou non en 7 ont permis
d'¢largir grandement le spectre d'activité de ces antibiotiques, d'avoir une meilleure tolérance et
surtout d'améliorer les parametres pharmacocinétiques, permettant ainsi de traiter les infections
systémiques et pas uniquement localisées.

Le spectre d'activité de ces molécules comprend initialement les bacilles a Gram négatif et
certains staphylocoques, mais ne couvre pas correctement les streptocoques, les entérocoques et les
bactéries anaérobies. De nombreuses recherches ont permis de combler une partie de ces lacunes et
ont conduit a la synthése de fluoroquinolones antipneumococciques (sparfloxacine, 1évofloxacine
ou moxifloxacine). Certaines d'entre elles comme la sparfloxacine ont été abandonnées en raison
d'effets indésirables graves. (20)

2. Indications
1. Non hospitaliéres

Les fluoroquinolones ont de nombreuses indications hors hospitalieres. Elles dépendent
principalement de la bactérie responsable mais aussi de 1'antibiogramme (selon l'indication).(1) (17)

(18) (19)
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Elles sont indiquées en cas d'infections urinaires basses non compliquées ; en effet ces
infections sont le plus souvent dues a des entérobactéries et parfois des staphylocoques. Toutefois
les fluoroquinolones ne sont utilisées qu'en deuxiéme intention dans cette indication. L'ofloxacine et
la ciprofloxacine sont utilisables en traitement monodose, tandis qu'un traitement sur 3 jours par
norfloxacine, loméfloxacine, ciprofloxacine et ofloxacine est possible.

Les fluoroquinolones sont aussi indiquées en cas d'infections urinaires basses compliquées
en traitement d'au moins 5 jours par ciprofloxacine, loméfloxacine, ofloxacine, norfloxacine ou
encore par énoxacine. Les infections urinaires hautes seront traitées par ciprofloxacine, ofloxacine
ou lévofloxacine en traitement de 7 jours.

Pour le cas des prostatites, les bactéries les plus fréquemment retrouvées sont des bacilles a
Gram négatif ou encore des staphylocoques. Les fluoroquinolones sont actives sur ces germes, ont
une excellente diffusion tissulaire et sont utilisables per os, leur offrant une place de choix dans le
traitement ambulatoire. Elles sont utilisées seules ou en association a un aminoside pendant
quelques jours pour les prostatites aigu€s. Les fluoroquinolones les plus recommandées sont la
ciprofloxacine, 1'ofloxacine mais aussi la lévofloxacine pendant 2 & 6 semaines.

Les fluoroquinolones ayant une excellente diffusion dans les tissus, elles ont leur place dans
le traitement des prostatites chroniques. Le traitement dure de 4 a 12 semaines et peut parfois durer
plusieurs mois selon la tolérance. Le risque de survenue d'effets indésirables musculo tendineux
augmente des lors que le traitement devient long ce qui peut provoquer une interruption du
traitement. Ce phénomene semble plus fréquent avec la péfloxacine, par conséquent les molécules
utilisées seront principalement l'ofloxacine, la ciprofloxacine ou encore la 1évofloxacine.

Les infections génitales dues & un gonococque seront traitées par ciprofloxacine en dose
unique de 500 mg aprés réalisation d'un antibiogramme afin de vérifier la résistance éventuelle de la
souche. Cela ne sera fait qu'en deuxi¢me intention. Les infections génitales hautes (salpingites) et
basses (urétrites et cervicites) non gonococciques seront traitées par ofloxacine. Pour les infections
basses cela sera en 2°™ intention pendant 7 j et pour les infections hautes cela se fera en association
avec un antibiotique actif sur les streptocoques et les bactéries anaérobies.

Les fluoroquinolones ayant une excellente diffusion osseuse, elles pourront étre utilisées
dans les infections ostéo-articulaires en relais du traitement instauré par 1'hopital. Elles seront
souvent en association a l'instauration du traitement.

Les diarrhées bactériennes a germes invasifs sont souvent dues a Salmonella, Shigella,
Yersinia, Campylobacter et Escherichia coli. Les fluoroquinolones qui seront utilisées seront la
ciprofloxacine et la lévofloxacine. La ciprofloxacine pourra aussi étre utilisée dans le cas d'un
portage chronique de salmonelles.

L'utilisation des fluoroquinolones dans les infections ORL n'est généralement pas
recommandée en pratique chez l'enfant et 1'adulte sans facteurs de risque ni terrain spécifique,
notamment dans les pathologies bénignes. Cependant la ciprofloxacine est utilisable dans les
sinusites chroniques en association mais aussi dans les otites malignes externes et chroniques.

Concernant les infections bronchopulmonaires, les fluoroquinolones ne sont pas utilisables

en pratique quotidienne chez les patients sans facteurs de risque ni terrain particulier pour les
bronchites et pneumopathies aigués ; toutefois elles sont utiles contre les germes responsables
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d'infections respiratoires comme Streptococcus pneumoniae (pour les FQAP uniquement),
Legionella  pneumophila, Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Klebsiella
pneumoniae, et Pseudomonas aeruginosa.

Les fluoroquinolones sont utilisables dans les surinfections bronchiques, surtout causées par
des bacilles a Gram négatif, principalement chez les personnes a risque (tabac, éthylisme chronique,
sujet 4gé, immunodéprimé...) et les personnes atteintes de mucoviscidose. En cas d'exacerbation de
BPCO, les sujets n'ayant pas déja eu de fluoroquinolones les 3 derniers mois et n'étant pas des sujets
agés sous corticothérapie pourront étre placés sous FQAP. La lévofloxacine (500 mg une a deux fois
par jour) et la moxifloxacine (400 mg par jour) sont utilisables en cas de pneumonies aigués
communautaires pour certains patients : personnes agées ou personne présentant des comorbidités.
Dans certains cas séveres elles seront associées a un autre antibiotique.

La moxifloxacine et la gatifloxacine sont utilisables en seconde intention en cas de
tuberculose. En cas de légionellose les fluoroquinolones représentent un traitement de choix,
qu'elles soient seules ou en association en cas de forme grave (avec la rifampicine ou un macrolide).
Dans certains cas exceptionnels et sous conditions strictes, la ciprofloxacine pourra étre utilisée
chez I'enfant atteint de mucoviscidose a partir de 5 ans de préférence en association pour éviter la
formation de résistances. Cela n'est possible qu'apres évaluation du rapport bénéfice-risque.

2. Hospitaliéres

Aprées leur découverte, les fluoroquinolones ont été largement utilisées dans les hopitaux et
en ville. Cela a favorisé 1'émergence de résistances, entre autres chez les entérobactéries et les
staphylocoques, et cette émergence a entrainé une diminution de leur utilisation dans le milieu
hospitalier.(1) (17) (18) (19)

Elles sont cependant toujours utilisées dans des pathologies ou la zone infectée est difficile a
atteindre pour d'autres classes d'antibiotiques, comme par exemple les ostéites ou prostatites. Elles
sont également et principalement utilisées dans les pyélonéphrites séveres en relais d'un traitement
par céphalosporine de troisiéme génération ; cela apres confirmation par antibiogramme.

Les fluoroquinolones antipneumococciques, soient la 1évofloxacine et la moxifloxacine, sont
utilisées dans les infections pulmonaires a pneumocoques et a légionelles, et ce, en premicre
indication alors que dans les autres infections elles sont utilisées en deuxiéme intention dans le

poumon.

Dans les infections intra-abdominales les fluoroquinolones ne sont plus utilisées en premicre
intention du fait de l'apparition de nombreuses résistances chez les pathogénes responsables.

3. Les fluoroquinolones

1. Structure
Les fluoroquinolones sont une classe d'antibiotiques homogéne de part leur structure

chimique. Leur structure de base est 1'acide quinoléine-3-carboxylique (figure 8) auquel on a adjoint
un atome de fluor (ici en Rg). (1)
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Figure 8 : Structure de base des quinolones — acide quinoléine-3-carboxylique et structure de la

ciprofloxacine

Le groupement R, peut étre un cycle cyclopropyle (pour la ciprofloxacine, la clinafloxacine, la
moxifloxacine et la gatifloxacine) ; une benzoxazine (pour 1'ofloxacine ou la 1évofloxacine) ; une
chaine éthyle (pour la péfloxacine, la norfloxacine, 1'énoxacine ou la loméfloxacine) ; ou encore un
fluorocyclopropyle (pour la sitafloxacine). Pour le groupement R; on trouve un cycle pipérazinique
lui méme substitué¢ par différents groupements R, R, et Rs' ou un cycle pyrrolidine substitué
(sitafloxacine) (figures 9 et 10). Le groupement Rs est toujours un hydrogene. La loméfloxacine

posseéde un groupement fluoré supplémentaire en C8.

Rs O O

~ C\O_

Rg

Ve
R4'

Figure 9 : Structures chimiques des différentes fluoroquinolones et structures de la sitafloxacine

(9b) et de la ciprofloxacine (9¢)

R, Rs Xs RS’ RS R¢'
Ciprofloxacine |cCsHs H CH H H H
Péfloxacine C,H;s H CH H CH; H
Norfloxacine C,H;s H CH H H H
Enoxacine C.H;s H N H H H
Loméfloxacine | C,Hs H CF H H CH;
Gatifloxacine  |cC;Hs H COCH; CH; H H
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Figure 9c¢ : Ciprofloxacine. Remplacer le R par un H permet d'obtenir la norfloxacine, par COCH3
permet d'obtenir la N-acétylnorfloxacine, et par NO permet d'obtenir la N-nitrosonorfloxacine.

La lévofloxacine est l'isomere 1évogyre (configuration absolue S) de 1'ofloxacine qui est sous
forme racémate. Tous deux possedent un cycle supplémentaire oxazine (figure 10).

T
F C\O_
| R =——CHS3 : Ofloxacine
I/\N N R =~ CH3: Levofloxacine
O\)\
N
7 \) R

CH3
Figure 10 : Structure commune entre 1'ofloxacine et la 1évofloxacine.
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2. Pharmacocinétique

1. Absorption

Les Fluoroquinolones peuvent s'administrer par voie orale, c'est 'un de leurs atouts majeurs.
Leur absorption digestive est importante (excepté pour la norfloxacine) et elle est rapide.

Tableau 1 : principales caractéristiques pharmacocinétique des fluoroquinolones.(1) (19)

DCI Dose orale usuelle|Biodisponibilit¢ |Cmax (en mg/L) Tmax (en h)
(en mg) (en %) dans le plasma
Ciprofloxacine 500 2 fois par jour |80 3 0,5-2
Norfloxacine 400 2 fois par jour |35-40 1,5 1
Ofloxacine 200 2 fois par jour |95 4,726,5 1
Péfloxacine 400 2 fois par jour | 100 4 1,5
Loméfloxacine 400 2 fois par jour |> 98 2,5a3,5 1al,s
Enoxacine 400 2 fois par jour |80-90 2,5a3,5 1-2
Lévofloxacine 500 2 fois par jour |~ 100 5,2a5,7 1,1
Moxifloxacine 400 2 fois par jour |90 3,1 0,5a4
Gatifloxacine 400 2 fois par jour |96 0,004 1
Garénoxacine 600 2 fois par jour |/ 10,4 1,2
Gémifloxacine 800 2 fois par jour |/ 4,3 1,8

Les fluoroquinolones se prennent généralement deux fois par jour (Tableau 1). La Cmax et
la Tmax varient grandement selon la fluoroquinolone.

L'alimentation ralentit I'absorption digestive des fluoroquinolones et diminue légerement le
pic plasmatique mais sans incidence notable sur la biodisponibilité. La norfloxacine ne doit pas étre
prise avec du lait ou un produit laitier car cela diminue l'absorption (tableau 1). La péfloxacine doit
étre prise au milieu du repas pour limiter les troubles digestifs.(18)

Certaines fluoroquinolones (I'ofloxacine, la ciprofloxacine, la péfloxacine et Ila
lévofloxacine) peuvent aussi étre administrées par voie parentérale (voie intraveineuse). C'est
particulierement utile pour les malades ne pouvant déglutir ou ayant des troubles du transit
intestinal majeurs. En comparaison par rapport a la voie orale, 1'équilibre plasmatique est atteint
plus rapidement et les posologies sont identiques voire légerement inférieures.

2. Distribution

Les fluoroquinolones ne se fixent que relativement faiblement aux protéines plasmatiques
(Tableau 2); aux concentrations usuelles cette fixation est indépendante de la concentration
plasmatique. Il n'y a donc pas de phénomene de saturation.(1) La garénoxacine et la sitafloxacine
sont celles fixant le plus aux protéines plasmatiques. Il peut y avoir risque de compétition pour la
fixation surtout pour la garénoxacine.
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Tableau 2 : Fixation aux protéines plasmatiques des fluoroquinolones et volume de distribution

DCI Fixation aux protéines plasmatiques (%) Volume de distribution (L/kg)
Ciprofloxacine 40 2,2-2,8
Norfloxacine <15 ?
Ofloxacine 10-25 1,4-1,6
Péfloxacine 30 1,5
Loméfloxacine 10 1,5-2
Enoxacine 30-40 ?
Lévofloxacine 30-40 1,25
Moxifloxacine 40-42 2
Garénoxacine 87 ?
Sitafloxacine 50 ?
Gatifloxacine 20 ?

Les fluoroquinolones ont une excellente diffusion tissulaire. Les concentrations atteintes
dans les tissus permettent une utilisation thérapeutique ; que ce soit la sphere bronchopulmonaire
avec la muqueuse bronchique, le parenchyme pulmonaire et les sécrétions bronchiques ; la sphere
ORL avec la salive, les amygdales et les sécrétions nasales ; les muscles ; les tissus graisseux ; les
reins ; la prostate ; la sphére gynécologique ; les os ; les cartilages ; et les liquides interstitiels. Tout
cela permet une utilisation des fluoroquinolones pour de nombreuses indications différentes. Les
fluoroquinolones diffusent méme dans le LCR méme si de mani¢re moins importante que dans les
autres tissus. Toutefois cette diffusion est suffisante pour obtenir des concentrations supérieures a la
CMI 90.

Les fluoroquinolones ont également une excellente pénétration intracellulaire.

Les fluoroquinolones anti pneumococciques ont globalement une meilleure diffusion que les
fluoroquinolones dites « classiques ».

3. Maétabolisation et Elimination

La métabolisation des fluoroquinolones est généralement faible (tableau 3) sauf pour la
péfloxacine pour laquelle elle est importante. L'élimination est dépendante de la structure chimique
de la fluoroquinolone. Elle peut étre rénale, urinaire ou biliaire.(1) (18) (19)

Selon les atteintes éventuelles des organes du patient, les parametres pharmacocinétiques des
fluoroquinolones peuvent changer. En effet la voie d'élimination majoritaire des fluoroquinolones
est la voie rénale (tableau 3). Une atteinte rénale de quelque manicére que ce soit (insuffisance
rénale, etc) provoquera une diminution de I'excrétion rénale des fluoroquinolones. Ainsi il faudra
procéder a une adaptation posologique des fluoroquinolones, selon la clairance rénale, afin d'éviter
un surdosage sauf pour la moxifloxacine. Les fluoroquinolones sont peu dialysables.

De la méme maniére en cas d'insuffisance hépatique séveére la péfloxacine aura une
¢limination bien plus lente (tableau 3). Par conséquent un espacement des prises sera nécessaire.
Chez le sujet 4gé une adaptation posologique sera ¢galement a effectuer du fait de 1'augmentation de
I'absorption intestinale, de la diminution de I'effet de premier passage hépatique mais aussi d'un
fonctionnement altéré des reins.
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Tableau 3 : Métabolisme des fluoroquinolones, mécanisme d'élimination et temps de demi-vie.(1)

DCI Métabolisme | Elimination Demi-vie (heures)
Ciprofloxacine |Faible - Rénale 50-70% surtout sous forme inchangée |4-6
- Biliaire 15-30% principalement sous forme
métabolisée
Norfloxacine | Partiel - Rénale 35 a 40% dont 30% sous forme |3-4
métabolisée
- Biliaire 60%
Ofloxacine Faible - Urinaire 80% principalement sous forme |7
inchangée
Péfloxacine Important - Urinaire 40% principalement sous forme|12 (augmentée
métabolisée apres quelques
- Biliaire importante sous forme de dérivés jours de traitement)
glucuronoconjugués et N-oxydés
- Métabolite principal : norploxacine
Loméfloxacine Faible - Urinaire 70% principalement sous forme 7-8
inchangée
Enoxacine Faible - Urinaire principalement sous forme |4-7
inchangée
Lévofloxacine |Faible - Urinaire principalement sous forme 6-8
inchangée
Moxifloxacine |Faible - Biliaire principalement ~60% principalement| 12
sous forme inchangée
- Urinaire faible ~10%
Gatifloxacine |Faible Urinaire >70% principalement sous forme |8
inchangée
Gémifloxacine | ? - Urinaire et biliaire 6-9
Sitafloxacine |? - Urinaire +++ 4-5

3. Activité des fluoroquinolones

1. Relation structure activité

Les ¢éléments structuraux communs aux fluoroquinolones sont : (1)
— un cycle dihydropyridine accol€ a un cycle aromatique de type benzéne le plus souvent,
— un atome de fluor en Cs,
— un atome d'azote substitué en 1,
— une fonction carbonyle en position 4,
— une fonction carboxylique en position 3,
— un cycle pipérazinique (le plus souvent) en position 7.
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L'apport du fluor en 6 et du noyau pipérazine en 7 a permis 1'élargissement du spectre et une
meilleure cinétique par rapport aux quinolones. Le fluor en 6 favorise la pénétration
intrabactérienne et se lie a I'ADN gyrase pour l'inhiber (figure 11). Le substituant en 7 joue un role
important dans l'orientation du spectre vers les bacilles Gram négatif (forte affinité pour 'ADN
gyrase) ou les bactéries Gram positif (forte affinité pour la topoisomérase IV). Si le substituant est
méthylé, la lipophilie augmente, cela augmente donc la diffusion tissulaire. La double liaison en
position 2-3 du noyau pyridine est indispensable a l'activité ; si elle est réduite il y aura perte de
l'activité antibiotique (figure 11).

Les fonctions carboxylique en 3 et la fonction carboyle en 4 sont également nécessaires a
cette activité : ils assurent la fixation sur le complexe ADN/ADN gyrase de la bactérie.

Cependant la position 2 doit rester libre car elle est trop proche du site de fixation a
I'enzyme ; la présence d'un substrat est donc défavorable tout comme le carbonyle en 3 qui ne doit
pas étre substitué. Le substituant greffé¢ sur l'atome d'azote en 1 ne doit pas étre trop volumineux,
car un groupement trop massif entralnera un encombrement stérique qui diminuera le pouvoir
antibactérien. Un composé avec un groupement ¢thyle sera plus actif qu'un composé avec une
chaine alkyle plus courte ou plus longue, mais des exceptions existent (la ciprofloxacine et son
cyclopropyle). L'activité de la molécule augmente en formant un troisieme cycle en N, et Cs.

La lévofloxacine étant l'isomere 1évogyre actif de 1'ofloxacine, son activité est supérieure a
dose identique au racémate. Un substrat amine augmente la lipophilie, notamment en Cs.

2. Meécanisme d'action

Tout d'abord, les fluoroquinolones doivent pénétrer la membrane bactérienne pour atteindre
une concentration suffisante. Selon leurs caractéristiques chimiques, les molécules pourront
traverser plus facilement la membrane externe des bactéries a Gram négatif via les porines grace ¢
leurs caractéres di-chargés apportés par la fonction carboxylique et la fonction amine de la
pipérazine. Ils sont suffisamment lipophiles également pour diffuser a travers le peptidoglycane ou
la membrane cytoplasmique interne des bactéries a Gram négatif ou positif. (21)
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Une fois internalisés au sein de la bactérie, les fluoroquinolones peuvent subir un
mécanisme actif d'efflux qui réduira leur concentration intrabactérienne via des pompes a efflux.
Ces pompes sont surexprimées par certaines souches bactériennes, contribuant a un phénomene de
résistance. De la bactérie vis-a-vis de I'antibiotique comme nous le verrons plus tard.
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Figure 12 : Mécanisme d'action des fluoroquinolones (22) (102)

Dans les cellules bactériennes, 'ADN est dit surenroulé lorsqu'il est inactif, une forme ou il
est replié sur lui-méme. Lorsque l'activité métabolique nécessite le recours au génome (réplication,
transcription, etc), la partie d'ADN concernée est dépliée puis recondensée par la suite. Un systéme
de topoisomérases régit tous ces changements de configuration (figure 12). Ces enzymes sont les
cibles de l'action des fluoroquinolones.

La topoisomérase IV permet d'éviter le désenchevétrement des brins d'ADN aprés la
réplication. Elle est constituée de 2 sous unités parC et de 2 sous unités parE. La topoisomérase 11
aussi appelée gyrase, constituée de 2 sous unités gyrA et de deux sous unités gyrB, va induire un
surenroulement négatif de I'ADN. Ils forment un complexe avec 'ADN.
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Les sous unités gyrA et parC sont les sites catalytiques tandis que les sous-unités parE et
gyrB sont responsables de la production d'énergie par hydrolyse d'ATP.

Les fluoroquinolones agissent au niveau de ces complexes ADN/ADN gyrase et inhibent
alors la réplication qui est indispensable a la vie des bactéries. Elles possedent un domaine qui se lie
a I'ADN bactérien, un domaine qui permet un autoassemblage et deux domaines qui vont se lier aux
sous unités des topoisomérases (figure 12). La formation de ce complexe ADN-gyrase-
fluoroquinolone empéche I'ADN de se fermer correctement, bloque la réplication et provoque une
coupure des deux brins ce qui induit un signal SOS et l'autolyse de la bactérie.

Les plus récentes des fluoroquinolones vont aussi avoir une action sur la topoisomérase IV
qui, elle, sera nécessaire au bon fonctionnement des bactéries a Gram positif.

Ces actions sont complétées par différents mécanismes non compleétement élucidés mais qui
participent largement a leur activité bactéricide : modifications de la structure du peptidoglycane,
stress oxydant et autolyse en réponse a l'agression de I'ADN.

Les fluoroquinolones sont bactéricides. Leur activité est concentration-dépendante et dose-
dépendante (la dose totale doit étre supérieure a la CMI). Un effet post-antibiotique peut étre
observé lorsque la concentration diminue et devient inférieure a la CMI. Toutefois I'activité de ces
molécules est temps-dépendante sur les staphylocoques.

Tableau 4 : CMI de quelques Fluoroquinolones selon des bactéries & Gram négatif et positif (23)

Fluoroquinolone Péfloxacine |Ofloxacine |Ciprofloxacine |Lévofloxacine |Moxifloxacine
E coli 0,12 0,12 0,01 0,06 0,12
P aeruginosa 8 4 0,25 2 4

B fragilis 8 2 4 1 0,25
SASM (S. aureus|0,5 0,5 0,5 0,12 0,06
sensible a la

méthicilline)

SARM (S. aureus 32 32 32 8 1
résistante a la

méthicilline)

E faecalis 2 0,5
S pneumoniae 4 1 0,12

Nous pouvons constater dans le tableau 4 que les CMI different beaucoup selon les bactéries

telles que pour les deux bacilles a Gram négatif (E. coli et B. fragilis), avec un facteur allant de 2 a
presque 800 selon la fluoroquinolone testée. Une différence importante est aussi retrouvée entre les
SARM et les SASM. Les SARM ont une CMI bien plus ¢élevée et sont donc plus résistantes a ces
antibiotiques. Les fluoroquinolones semblant les plus actives contre ces deux bactéries sont la
lévofloxacine et la moxifloxacine.

3. Effets indésirables et contre-indications

1. Effets indésirables
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Les fluoroquinolones ont de nombreux effets indésirables qui ont notamment limité leur
utilisation au moment de leur découverte mais qui ont aussi provoqué I'abandon de certaines des
fluoroquinolones découvertes par la suite. Les fluoroquinolones utilisées en pratique sont celles
ayant le meilleur rapport bénéfice-risque notamment par rapport a ces effets indésirables. (17) (19)
(20)

Les fluoroquinolones peuvent provoquer des troubles digestifs comme des douleurs
abdominales, des nausées, des vomissements, des diarrhées, un malaise gastrique, une anorexie
(avec la ciprofloxacine). Des cas de colites pseudomembraneuses ont ¢ét€¢ décrits avec la
norfloxacine, la Iévofloxacine ou encore la péfloxacine.

Des troubles cutanés peuvent aussi €tre observés comme des symptomes allergiques :
érythéme, urticaire, prurit et parfois érythéme polymorphe, syndrome de Stevens-Johnson et
syndrome de Lyell, et purpura vasculaire (avec la ciprofloxacine). Les fluoroquinolones exposent a
un risque de photosensibilisation. Cet effet indésirable a induit un arrét de commercialisation de la
sparfloxacine et impose d'éviter toute exposition au soleil ou aux rayons UV pendant toute la durée
du traitement par fluoroquinolone. La molécule la plus photosensibilisante est la loméfloxacine.

Des réactions allergiques sont possibles, telles que choc anaphylactique, bronchospasme ou
encore cedéme de Quincke.

L'utilisation de fluoroquinolones expose a des atteintes de l'appareil locomoteur, telles que
myalgies et arthralgies. Des tendinites et des ruptures de tendon d'Achille peuvent survenir et
devenir bilatérales, notamment chez le sujet 4gé ou encore des personnes sous corticothérapie ce qui
semble favoriser la rupture de ce tendon. Ainsi toute tendinite doit imposer l'arrét du traitement et la
mise au repos des deux tendons d'Achille. Les fluoroquinolones sont a éviter si possible chez le
sujet 4gé, les personnes sous corticothérapie ou encore les personnes exercant une activité sportive
intense. Tout dépendra du rapport bénéfice-risque.

Les fluoroquinolones peuvent aussi provoquer des arthropathies avec altération des
cartilages de conjugaison. Celle ci apparait dans un délai de 5 jours a 2 mois aprés un traitement
classique. Ce sont des douleurs mécaniques, atténuées par le repos, qui atteignent en priorité les
grosses articulations comme les genoux, les coudes ou encore les hanches. Ainsi les
fluoroquinolones sont contre indiquées pendant la grossesse et chez l'enfant jusqu'a la fin de la
période de croissance. Toutefois, chez 1'enfant a partir de 5 ans et dans certains cas exceptionnels
uniquement, en cas d'échec thérapeutique des traitements conventionnels, si les résultats de
l'antibiogramme indiquent une sensibilité et aussi le bénéfice de l'utilisation des fluoroquinolones
est supérieur au risque encouru, l'utilisation de l'ofloxacine et de la ciprofloxacine pourront étre
envisagées. Il faudra procéder a une surveillance accrue de la survenue d'arthropathies.

Ces molécules peuvent aussi induire des troubles psychiques, neurologiques et sensoriels ;
tels que céphalées, vertiges, troubles du sommeil, asthénie, confusion, hallucinations, troubles de la
vision, du golt, de l'odorat, anxiété, agitation, nervosité, dépression, sensations ¢Ebrieuses,
paresthésies, voire meéme hypertension intracranienne (notamment avec l'utilisation de
ciprofloxacine). Des crises convulsives ont également été observées dans de rares cas mais cela
impose la prudence quand a l'utilisation de fluoroquinolones chez les patients a antécédents de
convulsions ou ayant des facteurs prédisposants. Des précautions seront aussi nécessaires chez les
patients myasthéniques.

Un allongement de l'espace QT est possible notamment avec la norfloxacine, la
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lévofloxacine, la gatifloxacine et surtout la moxifloxacine. Dans de trés rares cas cela peut aller
jusqu'a entrainer des torsades de pointes. Cet effet ne serait pas dii aux fluoroquinolones elles-
mémes mais ces molécules peuvent étre un facteur aggravant chez des personnes ayant déja des
facteurs de risques cardiaques (comme le QT long, une hypo- ou une hyperkaliémie, des
médicaments pro-arythmogenes, etc.). La 1évofloxacine et la moxifloxacine peuvent aussi entrainer
des tachycardies.

Des troubles métaboliques peuvent également €tre observés avec la gatifloxacine qui va
provoquer des hypo- ou des hyperglycémies, et ce, surtout chez le patient diabétique. Une
surveillance accrue dans ce contexte sera ainsi nécessaire, voire méme un arrét du traitement si
besoin est.

Les fluoroquinolones peuvent induire des troubles hématologiques tels que thrombopénies,
leucopénies, hyperéosinophilies réversibles a l'arrét du traitement. Plus exceptionnellement, elles
peuvent induire des anémies hémolytiques (avec 1'ofloxacine, la ciprofloxacine, la Iévofloxacine, la
péfloxacine, ou I'énoxacine) ou encore une agranulocytose (avec la Iévofloxacine notamment).

Des troubles hépatiques tels qu'une augmentation des enzymes hépatiques, de la bilirubine,
des phosphatases alcalines ou de maniére plus rare une hépatite sont possibles. Une augmentation
de la créatininémie et plus exceptionnellement une insuffisance rénale aigu€ peut arriver pendant le
traitement par fluoroquinolone. La norfloxacine et la ciprofloxacine peuvent éventuellement
provoquer une cristallurie.

2. Contre-indications

Du fait de leur €élimination et de leurs effets indésirables, l'utilisation des fluoroquinolones
est formellement contre-indiquée chez la femme enceinte (risque pour le foetus compte tenu de la
trés bonne diffusion tissulaire et de I'action au niveau des tendons et des articulations surtout pour
les cartilages de conjugaison) ; mais aussi chez la femme allaitante pour les mémes raisons. (17)
(19) (20)

En outre il ne faut pas prendre de fluoroquinolones si des effets a type d'hypersensibilité sont
déja survenus, ou encore s'il y a un antécédent de survenue de tendinite suite a l'utilisation de ces
antibiotiques. L'épilepsie et les antécédents de crises €pileptiques est aussi une contre indication a
l'utilisation de fluoroquinolones car les fluoroquinolones sont susceptibles d'abaisser le seuil
¢épileptogene.

Des antécédents familiaux ou personnels d'anévrismes entrainent des précautions d'emploi
(une évaluation stricte du rapport bénéfice-risque) voire une contre indication a l'utilisation des
fluoroquinolones. Les patients atteints de déficit en glucose 6 phosphate déshydrogénase sont
susceptibles de déclencher des hémolyses suite a l'utilisation des fluoroquinolones. Il faudra donc
évaluer le bénéfice-risque de cette utilisation et prendre beaucoup de précautions si l'utilisation des
fluoroquinolones est indispensable.

IV) Les différents phénomeénes de résistance bactérienne aux
fluoroquinolones

1. Généralités sur les résistances

Les résistances bactériennes sont un probléme de santé publique. En effet un mésusage et
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une utilisation trop poussée et a mauvais escient des antibiotiques a provoqué une aggravation et
une augmentation du nombre de résistances. (1)

La résistance ou la sensibilité d'une bactérie a un antibiotique est jaugée par antibiogramme.
Cela consiste a mettre en culture la bactérie, a la mettre de maniére parfaitement équivalente en
culture sur une boite de Pétri, puis des disques de papier imprégnés d'un certain type d'antibiotique
sont déposés sur la gélose. Cette méthode permet de savoir selon l'inhibition potentielle si la
bactérie est considérée comme sensible ou résistante a l'antibiotique évalué. Une autre méthode
consiste a installer des batonnets de papier imprégnés a des concentrations croissantes en un
antibiotique défini afin de déterminer la concentration minimale inhibitrice de cette bactérie. (24)

Cela permet de tester simultanément plusieurs antibiotiques dans un laps de temps assez
court et d'adapter le traitement. Une souche est dite résistante lorsque sa croissance n'est pas inhibée
par une concentration beaucoup plus €élevée d'un antibiotique que les autres souches de la méme
espece. Toutefois une souche sensible in vitro pourra étre considérée comme résistante in vivo. Cela
dépend de l'action que l'organisme aura sur l'antibiotique mais cela dépendra aussi de I'action de la
souche sur l'organisme atteint.

Deux types de résistances des bactéries aux antibiotiques sont rencontrés : les résistances
naturelles ou les résistances acquises.

2. Résistances naturelles

Les résistances naturelles sont des résistances présentes chez toutes les souches de la méme
espéce ou du méme genre bactérien. C'est un caractére génétique propre a cette espece. Les
bactéries anaérobies strictes, qu'elles soient a Gram positif (Clostridium), ou a Gram négatif
(Bacteroides), les streptocoques et Listeria monocytogenes sont résistantes naturellement a la
plupart des fluoroquinolones.(1)

La Iévofloxacine a une légere activité contre certaines anaérobies strictes comme
Propionibacterium par exemple ; tandis que la moxifloxacine a une activité sur Streptococcus
pneumoniae et sur Bacteroides.

3. Résistances acquises

1. Généralités

Les résistances acquises apparaissent aprés l'utilisation des antibiotiques chez un certain
nombre de souches et d'especes bactériennes sensibles. C'est une résistance qui apparait souvent de
manicre progressive et qui évolue au cours du temps, de la localisation en cas d'épidémie, et de
l'utilisation d'autres antibiotiques qui, eux, n'induisent pas de résistance mais qui sélectionnent les
souches résistantes.

Elles peuvent étre acquises de différentes manieres, que ce soit par transformation de genes
étrangers a cette bactérie obtenus par inclusion de chromosomes d'autres espéces ; mais aussi par
des geénes portés par des ¢léments mobiles comme des transposons ou des plasmides. 11 est aussi
possible d'acquérir une résistance suite & une mutation chromosomique affectant un géne de
structure, un geéne régulateur ou encore une ou des régions inhibant I'expression d'un géne de
résistance.
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Les résistances chromosomiques obtenues par mutations sont généralement transmissibles
par hérédité et stables, tandis que les résistances extrachromosomiques obtenues par plasmides sont
épidémiques et leur survenue est soudaine.

2. Résistances acquises par mutations chromosomiques

Les fluoroquinolones n'ayant pas la méme cible selon le type de bactérie impliqué, les
mécanismes de résistance vont étre différents selon les bactéries. En effet les fluoroquinolones ont

plus souvent une action sur la topoisomérase IV s'il s'agit d'une bactérie a Gram positif, et une
action plutot ciblée sur la gyrase s'il s'agit d'une bactérie a Gram négatif.(21)

De plus, selon la fluoroquinolone et la souche impliquées plusieurs mutations seront parfois

nécessaires pour induire une résistance. Il existe différents niveaux de résistance. Ceux-ci sont
définis par la différence entre la CMI de la souche testée et la CMI d'une souche sensible.

La figure 13 résume les différents mécanismes de résistance acquises aux fluoroquinolones

qui peuvent &tre observés par mutation chromosomique : (i) modification de la cible, (ii) diminution

de perméabilit¢t membranaire, (iii) surexpression de pompes a efflux, (iv) modification de
'antibiotique (acétylation de la FQ). Alors que les résistances médiées par les plasmides sont
a efflux.

divisées en protection des protéines cibles, en modification de la cible, et en production de pompes
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Le systeme des pompes a efflux n'est pas forcément spécifique aux fluoroquinolones, il peut

aussi induire un efflux d'autres types de molécules.
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Il existe 5 types principaux de pompes a efflux (figure 14) :

La famille RND (Résistance-Nodulation-Division), trouvée surtout chez les bactéries Gram
négatif. Elles traversent les deux membranes grace a une formation en trois parties : une
dans la membrane interne, une dans la membrane externe, et une partie faisant la liaison
entre les deux et traversant I'espace périplasmique. L'échange d'une molécule d'antibiotique
se fait avec un proton grace au gradient de proton et cela donne I'énergie nécessaire pour le
transport. Ce type de pompe fonctionne avec diverses drogues différentes. Elle n'est pas
spécifique a un seul type de molécules.

Les transporteurs ABC (ATP-binding cassette) utilisent, eux, 1'hydrolyse de I'ATP comme
source énergétique

La famille MFS (major facilitator superfamily) est trés variée. Elle permet notamment un
efflux de différentes substances. Elles possedent 12 ou 14 hélices trans-membranaires et ont
comme source d'énergie le gradient de proton a travers la membrane.

La famille SMR (small multidrug resistance) fonctionne comme des homodimeéres et sont
composés d'une centaine de résidus d'acides aminés associés a 4 hélices trans-membranaires.
Parfois les deux sous-unités sont différentes mais homologues

La famille MATE (multidrug and toxic compound extrusion) est présente dans la plupart des
étres vivants. Elle permet l'export de cations endogeénes ou de substances lipophiles par
exemple.



Le systéme d'efflux chez les bactéries Gram négatif comme E. coli peut étre di a différents
types de protéines. Chez E. coli il s'agit du systeme AcrAB faisant partie de la famille des pompes
RND. Une mutation dans le géne acrR (gene suppresseur du systetme AcrAB), entraine une
surexpression de ce systeme d'efflux et augmente la CMI. En outre une mutation dans le géne marR,
si elle supprime l'action de ce géne, entrainera une inhibition de la suppression de AcrAB et tolC, et
diminuera la transcription de OmpF, la porine qui va laisser entrer les fluoroquinolones. Tout ce
systéme va provoquer une diminution de l'entrée de I'antibiotique dans la cellule et augmenter son
efflux, et par 1a méme diminuer sa concentration dans la bactérie et donc l'efficacité de cet
antibiotique a doses usuelles. (36).
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Figure 15 : La pompe AcrAB-TolC

La partie A correspond a la pompe a efflux au repos (figure 15) : on a la présence d'une
partie transmembranaire TolC au niveau de la membrane externe et une partie transmembranaire
AcrA au niveau de la membrane cytoplasmique. La partie AcrA fait le lien entre les deux.

La partie B correspond a I'activation de la pompe a efflux. Les parties AcrA vont s'enrouler
et cela va rapprocher les membranes externe et cytoplasmique ce qui va permettre 1'activation de la
pompe. L'énergie nécessaire au transport sera apportée par un échange proton contre molécule grace
au gradient. (37).

Les geénes codant pour ces protéines sont acrA et acrB qui sont co transcrits pour former les
protéines AcrA (protéine de fusion de membrane) et AcrB (la protéine de transport de la membrane
interne nécessitant de I'énergie).

L'inactivation des geénes codant pour ces protéines entralne une augmentation de la
résistance aux fluoroquinolones mais également a d'autres antibiotiques. (21)

Nous allons voir les mécanismes impliqués chez les bactéries a Gram négatif, a Gram positif
ou chez les mycoplasmes.

1. Bactéries a Gram négatif
Chez les entérobactéries, I'acquisition de résistances peut s'effectuer de diverses manicres.

Ce sont des bacilles a Gram négatif que 1'on peut retrouver partout, que ce soit chez les animaux,
'eau ou le sol. Elles se retrouvent ¢galement dans les intestins humains et animaux. Certaines sont
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parfois responsables de pathologies graves comme par exemple la peste, les dysentéries ou méme la
fievre typhoide.

Il peut tout d'abord y avoir des mutations dans le géne codant pour l'une des cibles des
fluoroquinolones ; il peut aussi y avoir présence de pompes a efflux ; ou encore il peut y avoir une
modification dans les porines permettant aux fluoroquinolones d'entrer dans les bactéries. Un haut
niveau de résistance n'est obtenable que par la bactérie présentant plusieurs mécanismes de
résistance successifs. Des mutations des zones QRDR ont été observées chez les entérobactéries
responsables d'infections du tractus urinaire étudiées par Marchisio et al (26) prouvées comme étant
résistantes aux fluoroquinolones. Ces bactéries possédaient toutes au moins deux mutations dans le
gene codant pour la gyrase A (Ser83Leu et Asp87Asn) et une dans celui codant pour parC
(Ser80Ile). Une seule souche possédait une seconde mutation pour parC (Glu84Gly).

Associée a ces mutations il est possible d'avoir une diminution du nombre de porines.
Dupont et al (27) ont montré que, suite a l'exposition a un antibiotique, et a du stress correspondant
engendré pour la bactérie, celle-ci provoque une surexpression de OmpX (protéine membranaire).
La surexpression de OmpX est directement associée a une diminution d'expression de Omp36, une
porine par laquelle passe certains antibiotiques. Cela entraine également une diminution de la
présence de OmpF dans la membrane ; OmpF étant une porine par laquelle les antibiotiques
peuvent passer. Ceci entraine une diminution de l'entrée des antibiotiques dans la bactérie ce qui
entraine une augmentation de la CMI et par la-méme provoque une résistance de la bactérie. Ces
réactions se produisent rapidement, dans les deux premicres heures aprés l'exposition au stress. Ce
mécanisme est I'une des premieres réponses de la bactérie suite a I'agression par les antibiotiques.

Escherichia coli est une entérobactérie, donc un bacille Gram négatif, notamment
responsable d'infections urinaires. Chez E. coli, la réponse suite a 1'exposition aux fluoroquinolones
peut s'effectuer de différentes manieres. Certaines souches seront sensibles et les cellules vont
mourir suite au blocage de la topoisomérase et de la gyrase. D'autres vont résister et survivre malgré
cela. Parmi les souches survivantes certaines résisteront par mutations mais d'autres vont réussir a
persister sans muter, elles pourront supporter des doses de fluoroquinolones bien plus importantes
que les souches dites sensibles.

Cette persistance sans besoin de mutation de la cible s'explique par la réaction
intrabactérienne induite par l'action des fluoroquinolones qui empéchent 'ADN de se répliquer
correctement. Cela induit des complexes de transcription bloqués, et un blocage de la présence de R
loop (boucles d'ADN/ARN permettant d'enlever et de ne pas transcrire les introns) (28 + 29). Tout
cela conduit a une induction du systéme SOS, une réponse cellulaire face a 1'agression de I'ADN
(figure 14). Ce systéme va d'abord activer les enzymes RecABCD qui initiera la réparation
éventuelle des dommages causés mais aussi I'enzyme DinG qui est une hélicase qui va permettre
d'éliminer les R loops.

Suite a ces dommages 3 alternatives sont possibles pour la bactérie : (Figure 16)

— soit les dommages sont trop importants, les cassures du double brin sont impossibles a
réparer ou la recombinaison a provoqué la formation de toxines (ou alors I'ADN apres
réparation était non viable) et la cellule bactérienne va mourir,

— soit la recombinaison fonctionnera et permettra a la réplication de reprendre correctement ce
qui permettra la survie de la bactérie,

— soit I'exposition aux fluoroquinolones et I'activation du systéeme SOS permettra a la bactérie
de prévenir les dommages causés.
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Figure 16 : Réactions intrabactériennes suite a l'action des fluoroquinolones

L'é¢tude de Karczmarczyk et al (30) sur des souches de E. coli résistantes aux
fluoroquinolones présentes chez des animaux d'élevage a montré que plusieurs mutations dans les
genes codant pour les cibles des fluoroquinolones entrainent des résistances. Toutes les souches
¢tudiées dans cette étude possédaient 3 a 5 mutations dans des zones codant pour les cibles des
fluoroquinolones. Des mutations dans les génes codant pour gyrA étaient présentes chez chacune
d'entre elles, notamment des mutations en position 83 et 87. Cette ¢tude a montré de nouvelles
mutations en gyrA (Asp87 — Ala), ParC (Ser80 — Trp), mais aussi dans ParE (Glu460 — Val). De
plus 10 des 11 souches étudiées montraient une diminution de production de OmpF, la porine vue
précédemment. Enfin certaines des souches isolées présentaient une pompe a efflux AcrABTolC.

Cattoir et al (31) ont montré lors de leur étude une nouvelle mutation dans la gyrase. La
résistance ici €tait induite par une exposition aux fluoroquinolones qui en deux mois a provoqué la
survenue de mutations : une dans le géne codant pour la sous unité A de la gyrase (Gly81 — Asp) et
une mutation dans le géne codant pour la sous unité parC de la topoisomérase IV (Ser80 — Arg).
Les souches testées étaient isolées du méme patient : une souche « sauvage » non résistante isolée
du patient 2 mois avant l'antibiothérapie et une souche résistante obtenue apres 10 jours
d'antibiothérapie par fluoroquinolone.

Une étude de Wang et al (32) sur une trentaine de souches de E. coli hautement résistantes
aux fluoroquinolones prouve qu'il est nécessaire d'avoir plusieurs mutations pour entrainer une
résistance de haut niveau. En effet toutes les souches présentaient au minimum trois mutations dans
les QRDR. Ser83Leu ou Tyr ou Ser83Leu et Asp87Gly sont les mutations les plus fréquentes pour
la gyrA chez les E. coli résistantes aux fluoroquinolones. Cela représente la base de la résistance.
Ces mutations sont fréquemment associées a des mutations de parC. Les plus hauts niveaux de
résistance comportent deux mutations dans la gyrA et au moins une dans parC. Cette étude a
également montré une surexpression de AcrA chez plus de la moiti¢é des souches hautement
résistantes, et une surproduction des pompes a efflux AcrAB/TolC. Lindgren et al (33) ont aussi
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montré qu'en plus de toutes ces mutations, les souches résistantes ont également des mutations dans
parE, marOR, ou encore acrR.

Une autre étude confirme ces découvertes : un haut niveau de résistance s'obtient a partir de
plusieurs mutations sur gyrA et au moins une sur parC. Ces phénomeénes sont complétés par un
efflux actif des fluoroquinolones, une perméabilité diminuée a ces molécules, et éventuellement la
présence de genes médiés par des plasmides (34).

L'é¢tude d'Olofsson et al montre que la présence d'une mutation entraine une résistance de
bas niveau qui augmente au fur et a mesure que des mutations s'ajoutent. En effet les souches
sensibles a une dose de fluoroquinolone devenaient résistantes aprés une ou deux mutations selon
l'antibiotique testé. De plus dans cette étude sur E. coli seule la ciprofloxacine a la concentration de
750 mg matin et soir permettait de tuer toutes les souches, qu'elles aient ou non des mutations. (38)

Les salmonelles sont des entérobactéries responsables de fiévres septicémiques ou encore
d'infections digestives selon leur sérovars. Les résistances des salmonelles sont elles aussi liées a
des mutations dans le gene codant pour la gyrase (39). Ces mutations sont : Ser§3 — Phe ou Leu et
Asp87 — Asn. Ainsi ces mutations trouvées chez les salmonelles sont les mémes que celle trouvées
chez E. coli.

Une autre ¢tude a démontré la présence en plus de ces deux mutations d'une autre présente
dans le géne codant pour parC, Ser80Ile (40). Si plusieurs de ces mutations sont présentes, on aura
un haut niveau de résistance aux fluoroquinolones.

L'étude de Kehrenberg et al (41) montre une nouvelle mutation dans la zone QRDR de parC
(Thr57 — Ser) et confirme les deux mutations présentes en 83 (Ser83 — Phe ou Tyr) et en 87
(Asp87 — Gly, Tyr ou Asn) dans la zone QRDR de la gyrase. Chez certaines des souches résistantes
qu'ils ont étudiées il y avait également présence de pompes a efflux.

L'étude de Soo-Young et al (42), plus centrée sur Salmonella enterica, a mis en évidence la
mutation déja vue précédemment chez gyrA mais aussi une surexpression du transporteur acrB et
donc de tout le systtme AcrAB/TolC chez les souches résistantes aux fluoroquinolones. Cela
confirme l'analogie entre E. coli et Salmonella.

Un autre groupe ayant isolé des souches de salmonelles résistantes aux fluoroquinolones
(notamment ciprofloxacine et enrofloxacine) a montré que des résistances de haut niveau pouvaient
se produire chez des souches n'ayant pas de mutations dans la zone QRDR de parC (43). Ainsi les
mutations de la sous unité A de la gyrase chez les salmonelles seraient les acteurs principaux de la
résistance aux fluoroquinolones. Ce groupe a également montré une nouvelle mutation dans la
gyrase capable d'augmenter de 8 fois la CMI de la ciprofloxacine : Gly81 — Cys. Le phénotype des
salmonelles peut étre trés atypique : des souches peuvent étre résistantes aux fluoroquinolones mais
sensibles a 'acide nalidixique. Cela se voit notamment avec cette mutation en 81 de gyrA.

Qian et al (44) ont, eux, montré que certaines mutations dans parC pouvaient amplifier le
niveau de résistance mais seulement en présence de mutations dans la zone QRDR de gyrA. Ils ont
également décrit des mutations dans la sous unité parE de la topoisomérase I'V.

Les bactéries du genre Shigella sont aussi des entérobactéries notamment responsables de

shigellose. Ce sont des pathogenes stricts. Elles montrent les mémes genres de mutations dans les
zones QRDR de gyrA et de parC que E. coli et les salmonelles, mais présentent aussi de nouvelles

36



mutations dans la séquence de gyrA (Aspll1His) et parC (Serl129Pro). Ces mutations ont été
trouvées dans des souches étudiées entre 2001 et 2011 en Chine par Qin et al (45). Une autre étude
effectuée de 2010 a 2015 a également montré une nouvelle mutation dans la séquence de gyrA
(His211). Cette équipe a également montré la présence de zones qnr dans certaines de ces souches.
(46)

Les Klebsielles sont des bacilles a Gram négatif notamment impliqués dans des pneumonies
nosocomiales faisant partie du groupe des entérobactéries. Ye et al (47) ont trouvé chez Klebsiella
pneumoniae de nouvelles mutations dans la région QRDR de gyrA : Ser83 (TCC) en Phe (TTC) et
Ile (ATC) ; mais aussi GIn106(CAG) en Leu (CTG). Cette derniere n'était pas retrouvée dans les
mutations des entérobactéries précédentes.

Les Campylobacter sont des bactéries a Gram négatif microaérophiles non sporulées. Elles
peuvent provoquer des entérites, des diarrhées, des septicémies chez les individus immunodéprimés,
et peuvent entrainer des complications post-infectieuses comme des arthrites ou un syndrome de
Guillain-Barré. Chez les Campylobacter, 1a majeure cause de résistances aux fluoroquinolones est la
présence de mutations dans la séquence QRDR de la gyrA. Plusieurs mutations existent, toutefois
elles n'entrainent pas le méme niveau de résistance. En effet la mutation Thr86 — Ile confére un
haut niveau de résistance tandis que d'autres mutations comme Asp90 — Thr ou encore Thr§6 —
Lys n'entrainent qu'une résistance intermédiaire aux fluoroquinolones (48). Toutefois des souches
de Campylobacter possédant une résistance de haut niveau avec la présence de l'une de ces
derniéres mutations ont été¢ trouvées. Cela s'explique par la surexpression des pompes a efflux
CmeABC.
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Figure 17 : Formation et surexpression des protéines du systeme ABC (49)

Les bactéries du genre Campylobacter montrent une résistance accrue aux fluoroquinolones
en présence de salicylates. Ceci est dii a l'action des salicylates sur le promoteur produit par cmeR,
le géne inhibant la transcription des différentes sous unités du systeme de pompes a efflux
acrAB/TolC. En effet dans des circonstances classiques les protéines de ce systeme de pompe sont
produites en petite quantité car sont inhibées par la protéine produite par transcription du gene
cmeR (figure 17). En présence de salicylates, ceux ci se fixeront sur cette protéine et empécheront
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le blocage de transcription de ces protéines. Ainsi on aura une surproduction de ces sous unités, une
augmentation du nombre de pompes a efflux présentes sur la membrane, un efflux accru des
antibiotiques et par conséquent une augmentation de CMI et donc une résistance aux

fluoroquinolones (49).

Burkholderia cepacia, autre bacille Gram négatif aérobie strict, retrouvé dans 1'eau et les
sols, est un pathogéne opportuniste provoquant des pneumonies. Il a été étudié par un autre groupe,
montre une résistance aux fluoroquinolones due a la présence de mutations dans la gyrase
notamment Thr831le ou encore Asp87Asn (50), la premiére conférant une résistance modérée et la
seconde conférant une résistance un plus importante. Toutefois ces résistances étaient de bas niveau.
Cette équipe a notamment constaté que 1'acquisition d'une seconde mutation était plus rapide et plus
facile que l'acquisition de la premiere mutation. Les souches possédant un haut niveau de résistance
possédaient également au moins une mutation dans les genes codant pour la topoisomérase IV en
plus de mutations dans gyrA. Cela confirme que pour cette espece aussi une résistance de haut
niveau n'est pas obtenable uniquement grace a une seule mutation.

Haemophilus influenzae est un coccobacille Gram négatif. Il en existe deux types :
encapsulé ou non encapsulé. Les souches non encapsulées sont responsables d'infections ORL
suppurées tandis que les souches encapsulées peuvent étre responsables de méningites, d'épiglottites
mais aussi de pneumonies. Il est aussi possible de voir des ostéites, vaginites ou arthrites dues a
Haemophilus influenzae. Perez-Vazquez et al (51) ont montré chez Haemophilus influenzae une
s¢lection significative des souches hyper-mutables parmi les souches résistantes aux
fluoroquinolones. Trés peu des souches sensibles étaient hyper-mutables. De plus les souches
résistantes possédaient ici encore des mutations dans les zones QRDR de gyrA et de parC, alors que
les souches sensibles ne possédaient aucune mutation dans ces zones. Cela confirme que la
résistance aux fluoroquinolones de Haemophilus influenzae s'effectue par mutation de la cible des
fluoroquinolones (les souches hyper-mutables étant plus susceptibles de déclencher des mutations).
Une infection par Haemophilus influenzae au niveau respiratoire ne doit donc se traiter par
fluoroquinolone qu'aprés vérification de 1'antibiogramme. De nombreuses infections respiratoires
sont dues a des bactéries possédant des souches hyper-mutables par conséquent il faut absolument
vérifier 'antibiogramme.

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie présente partout dans I'environnement responsable
de nombreuses infections nosocomiales (infections de plaies, urinaire etc). Elle peut aussi causer
des infections pulmonaires chez des patients déja fragilisés et causer la mort. Le probléme majeur
est sa capacité a s'adapter a son environnement, elle peut facilement muter et est trés versatile. Des
souches multirésistantes sont apparues depuis ces vingt derniéres années. Les fluoroquinolones sont
fréquemment utilisées pour traiter ces infections. Cependant des résistances a ces molécules sont
aussi apparues. Elles passent par diverses mutations comme des mutations des cibles comme gyrA,
gyrB, parC ou parE, mais aussi par la formation accrue de pompes a efflux ne ciblant pas
spécifiquement un type d'antibiotique. Ces pompes appartiennent a la famille de pompes a efflux
RND. Parmi les multiples types de pompes RND que possede Pseudomonas aeruginosa seules
quatre sont impliquées dans la résistance : MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN et MexXY-
OprM. La premicre est la plus exprimée généralement dans le cadre de la résistance aux
antibiotiques. La surexpression de ces pompes a efflux et la présence de plusieurs mutations dans
les zones cibles des fluoroquinolones entrainent une résistance de haut niveau (52).

La plupart de ces pompes est composée de 3 sous-unités codées par 3 genes différents, elles

se nomment ainsi car le premier géne code la protéine qui fixe les membranes, le deuxieme la
protéine qui aura la fonction d'efflux, et le troisiéme la protéine qui sera présente sur la membrane
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externe. MexXY ne sera codée que par deux genes. La protéine OprM représente la porine qui sera
nécessaire pour avoir cette action de pompe a efflux. Au niveau du génome il y a présence d'une
séquence promotrice juste avant la partie controlant la transcription de cette porine. Cela permet de
réguler normalement l'expression de cette porine et de faire un contrdle négatif de I'expression des
genes codant pour les protéines de la pompe a efflux. MexR est transcrit de maniére opposée a
mexAB et va agir comme un suppresseur local en agissant directement sur le promoteur et en s'y
fixant. (53)

Les souches surexprimant ces protéines MexAB sont appelées nalB. Elles possédent une
mutation dans le mexR qui va entrainer une surproduction de protéine. Cette surexpression va leur
permettre de résister a de nombreux antibiotiques.

Les systémes MexCD-OprJ et MexEF-OprN ne sont produits que dans les souches présentes
in vivo, nous ne les trouvons pas chez les souches sauvages dans des conditions classiques. Ces
systémes sont surexprimés chez certains mutants (respectivement nfxB et nfxC). Les premiers
possedent une mutation sur le géne nfxB codant pour un régulateur de 1'expression de mexCD-opr].
Il y a deux types de mutants nfxB. Le premier type exprimera modérément le systeme d'efflux
tandis que le second exprimera beaucoup plus ce systeme. Le niveau de résistance dépend du niveau
d'efflux provoqué, donc de l'expression des génes de fabrication des sous unités de la pompe. Chez
les souches nfxC surexpriment le systetme de pompes MexEF-OprN et dépendent de l'expression du
gene mexT qui est un régulateur de I'expression de cette pompe. (54)

Le systtme mexXY utilise les protéines produites par 1'expression du géne oprM pour sa
partie fixée dans la membrane externe. Le mécanisme n'est pas encore compleétement €lucidé,
toutefois l'inactivation de mexXY augmente la sensibilité de nombreux antibiotiques mais pas des
fluoroquinolones. Un geéne régulateur de ce systeme, mexZ ou amR, a également été¢ découvert. Il
coderait pour une protéine qui inhiberait mexXY en se fixant sur le promoteur du geéne codant pour
les protéines constituant la pompe.

Pseudomonas aeruginosa présente des résistances par mutation de cibles, notamment de la
gyrase (55). Les souches bactériennes résistantes étudiées présentaient une mutation ponctuelle dans
le géne codant la QRDR de gyrA, Thr83 — Ile mais aucune dans le gene codant parC. Seule une
souche résistante ne présentait pas de mutations dans les génes codant gyrA et parC, mais celle ci
présentait une mutation dans le géne de gyrB, Glu470 — Asp. Il y avait également une
surexpression des pompes a efflux MexB et MexX. Dans une autre étude les souches résistantes
possédant une mutation du gene codant pour gyrA et parC possédaient un niveau de résistance
significativement plus élevé que les souches ne possédant que la mutation sur le géne codant pour
gyrA (56).

Certaines souches de P. aeruginosa peuvent également présenter un gene de résistance
appelé crpP qui modifie la ciprofloxacine en la phosphorylant, ce qui va augmenter la CMI.

Pseudomonas putida est une bactérie saprotrophique et pathogéne opportuniste pouvant
provoquer des septicémies chez les immunodéprimés. C'est un bacille Gram négatif étudié par Horii
et al en 2005 (57). Dans ce travail, plusieurs mutations de séquences QRDR de parC, de gyrB et de
gyrA ont €té trouvées : Thr-83 — Ile et Ser-136 — Ala dans GyrA ; Glu-469 — Asp, Arg-442 —
Lys et Asp-489 — Glu dans GyrB ; et Thr-105 — Pro, Val-124 — Ala et Ser-136 — Ala dans ParC
ont ¢té retrouvées chez les souches résistantes aux fluoroquinolones. Certaines sont communes avec
les mutations retrouvées chez les souches résistantes de Pseudomonas aeruginosa.
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Helicobacter pylori est une bactérie a Gram négatif de forme hélicoidale provoquant
notamment des ulcéres gastroduodénaux. L'éradication de cette bactérie consiste en une
tétrathérapie par métronidazole, tétracycline, sels de bismuths (PyleraR) et double dose d'inhibiteurs
de la pompe a protons pendant 10 jours. Il s'agit du traitement de premicre intention. En derni¢re
intention, lorsque le pathogéne résiste au premier traitement et au second traitement, il y a souvent
traitement par lévofloxacine. Cependant méme ce traitement a un développement de résistances.

Chez H. pylori la cible des fluoroquinolones est la gyrase. Ainsi la méthode majeure de
résistance aux fluoroquinolones consiste a des mutations dans les zones QRDR de la gyrase. De
nombreuses mutations des génes codant pour gyrA ont été trouvées (11 avant cette étude de Garcia
et al (58)). Cette étude a montré la présence de deux nouvelles mutations : D91H et A88P. D'autres
mutations dans la séquence codant pour la gyrase ont ét¢ démontrés par Wang et al (59). Ils ont
découvert plusieurs autres mutations dans le geéne codant pour gyrA, Asp91 et Asn87. Une des
souches possédant un bas niveau de résistance possédait également en plus d'une mutation Asp91
une mutation dans le géne codant pour gyrB : Val451. Les mutations en 87 et 91 semblent étre les
plus fréquemment vues dans le cas de souches résistantes aux fluoroquinolones (60). Dans une
étude récente (2018), Binkowska et al (61) ont montré que la présence d'alleles GCG en position
112 du géne codant pour gyrA augmente le risque de résistance a la 1évofloxacine de 8 fois. En
outre ils ont trouvé que la présence d'lle en 191 de la séquence codant pour gyrA diminue
statistiquement le risque de résistance aux fluoroquinolones.

Cutibacterium acnes (anciennement Propionibacterium acnes) est un bacille & Gram positif
saprophyte et anaérobie de la flore commensale cutanée. Les infections qu'il provoque sont souvent
dues a une effraction de la peau (suite a une chirurgie par exemple). Il produit un biofilm, ce qui
peut ainsi géner le traitement (il faut donc éliminer la totalité¢ des bactéries présentes sur le matériel
éventuellement contaminé). Des mutations ont été découvertes dans les séquences QRDR des
souches résistantes sélectionnée par la ciprofloxacine et la l1évofloxacine : Ser101 — Leu et Asp105
— Gly. Les souches sélectionnées par la nadifloxacine présentaient une mutation différente : Ser101
— Trp dans le gene codant pour gyrA. Des mutations supplémentaires notamment dans la séquence
codant pour la gyrB ont été retrouvées dans les souches présentant un haut niveau de résistance
(62).

Les bactéries du genre Bartonella sont des bacilles a Gram négatif parfois légérement
incurvés, responsables de nombreuses pathologies différentes : maladie des griffes du chat, maladie
de Carrion, angiomatose bacillaire, septicémie, endocardite, splénomégalie, fievre des tranchées ou
adénopathie chronique. Angelakis et al (63) ont montré une résistance naturelle des souches de
Bartonella aux fluoroquinolones. Cette résistance serait due a une mutation naturelle du codon 83
de la région QRDR de gyrA, zone de développement de résistance chez les souches de E coli. Del
Valle et al (64) ont découvert la présence d'un Alanine en position 91 de la séquence codant pour
gyrA et en 85 de la séquence codant pour parC, correspondant respectivement aux positions 83 et
80 des protéines de E coli. Ces séquences ne sont pas dues a la pression exercée sur ces pathogeénes
par l'utilisation de quinolones.

Neisseria gonorrhoeae est un cocci @ Gram négatif responsable notamment d'infections
sexuellement transmissibles comme la gonorrhée, des urétrites, ou encore des cervicites. Si
l'infection n'est pas traitée, surtout chez la femme, elle peut entrainer de graves problémes comme
une infertilité ou des douleurs pelviennes chroniques, mais aussi des bactériémies. L'étude publice
par Michael Dan (65) montre que les résistances aux fluoroquinolones chez N. gonorrhoeae sont
dues a des mutations des cibles mais aussi a des altérations de la perméabilit¢é membranaire a cette
molécule. Il n'y a pas de présence d'enzyme dégradant spécifiquement ou inactivant les quinolones.
Des mutations, qu'elles soient uniques ou multiples, dans les cibles comme la gyrase
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(préférentiellement la sous unité gyrA) ou la topoisomérase IV (principalement parC) provoquent
les résistances. La résistance aux fluoroquinolones évolue progressivement, par mutations
successives en commencant par gyrA, la cible la plus sensible. Une seconde mutation dans un geéne
codant pour une des autres cibles entraine une augmentation du niveau de résistance. Afin de passer
dans la cellule bactérienne et faire son effet bactéricide, les fluoroquinolones passent par des porines
présentes sur la membrane externe (66). Ainsi une diminution du nombre de porines entrainera une
résistance de bas niveau.

De plus, Golparian et al (67) ont démontré la présence de pompes a efflux chez des souches
résistantes de N. gonorrhoeae. En effet ils ont montré que l'inactivation de la pompe MtrC-MtrD-
MtrE augmente significativement la sensibilit¢ des souches résistantes de N. gonorrhoeae a la
ciprofloxacine. Cette pompe appartient a la superfamille des RND et est semblable structurellement
a la pompe AcrAB-TolC. La transcription des protéines de ces pompes peut €tre inhibée par la
protéine MtR codée par le gene mtR.

Neisseria meningitidis est un diplocoque a Gram négatif retrouvée exclusivement chez
I'homme dans la flore commensale ORL chez environ 10% de la population. Elle est responsable de
méningites (68). La résistance de N. meningitidis aux fluoroquinolones passe tout d'abord par une
modification dans la séquence QRDR de gyrA, la plus fréquente dans cette étude étant la mutation
Thr91 — Ile. Une autre mutation a également ¢été mise en évidence dans la séquence QRDR de
parE : His495 — Asn ; ainsi qu'une mutation dans le géne mtrR qui code pour une protéine inhibant
la transcription des protéines constituant les sous unités de la pompe principalement responsable de
l'efflux des fluoroquinolones.

2. Bactéries Gram positif

Tropheryma whipplei est un bacille a Gram positif agissant en intracellulaire responsable de
la maladie de Whipple. Les résistances aux fluoroquinolones sont ici aussi dues a la présence de
mutations dans les zones QRDR de gyrA mais aussi de parC. Les mutations provoquant une
augmentation de la CMI sont celles correspondant au 83éme codon dans gyrA et au 80°™ dans parC
(en utilisant la numération de E coli). (69)

Clostridium difficile est une bactérie naturellement présente dans les intestins de 3% des
adultes et 66% des enfants. Elle devient pathogéne lorsqu'il y a déséquilibre de la flore commensale
suite a traitement par antibiotiques par exemple. Cela entraine le Clostridium a combler la niche
écologique créée par l'absence d'une ou de plusieurs autres bactéries commensales. Cela provoque
entre autres des diarrhées, des fievres, une colite, une péritonite, une septicémie, voire méme une
perforation de l'intestin. L'étude de Spigaglia et al (70) a montré que deux mécanismes principaux
¢taient engagés dans la résistance aux fluoroquinolones chez C. difficile : soit une modification de la
cible des fluoroquinolones, soit une diminution de la concentration dans la cellule bactérienne. Elle
a aussi montré que plus de 90% des souches de C. difficile résistantes aux fluoroquinolones
présentaient une mutation dans la séquence codant pour la gyrA : une substitution Thr82 — Ile. Le
reste des souches résistantes montrait une mutation dans la zone QRDR de gyrB : Asp426 — Asn
ou Val. Une autre étude (71) a montré qu'une seule transversion de nucléotide pouvait induire la
mutation Asp426 — Val chez gyrB et il s'agit d'une résistance de haut niveau.

Enterococcus faecalis est une bactérie anaérobies facultative a Gram positif trouvable dans

le tube digestif des animaux et des étres humains. C'est un coccobacille. Cette bactérie peut
provoquer diverses infections : des endocardites, des infections urinaires, des prostatites, des
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infections intra-abdominales, une cellulite et des infections de plaies, ainsi que des bactériémies.
Yasufuku et al (72) ont étudié cette bactérie et ont trouvé deux mutations codant pour une
modification de la cible des fluoroquinolones : Ser83 — Ile dans la séquence de gyrA et Ser80 —
Ile dans celle de parC. Ils ont également démontré un lien entre l'utilisation précédente de
fluoroquinolone et la survenue de résistances.

Staphylococcus aureus est un cocci a Gram positif en diplocoque ou en amas grappe de
raisins présent a I'état commensal sur la peau ou le tube digestif. Il peut aussi devenir pathogene et
entrainer des infections cutanées : furoncles, panaris, abcés, impétigo ; des infections ORL :
angines, otites, sinusites ; ou encore des intoxications alimentaires. Il est également impliqué dans
les infections nosocomiales, pouvant étre graves : pneumonies, infections des valves cardiaques ou
infections osseuses.

Chez cette bactérie, les sous unités de la topoisomérase IV sont appelées GrlA et GrlB
(respectivement parC et parE chez E coli). Yague Guirao et al (73) ont étudié des souches
résistantes de S. aureus et ont découvert la présence de mutations au niveau des séquences de ' ADN
codant pour les sites de fixation des fluoroquinolones. En effet une mutation dans le gene codant
pour grlA augmente significativement la CMI mais il s'agit alors d'une résistance de bas niveau.
Pour augmenter le niveau de résistance il faut qu'il y ait également une mutation dans la séquence
codant pour gyrA. Les souches les plus résistantes possédaient une troisiéme mutation codant pour
norA, un promoteur régulant la production des sous unités de la pompe a efflux. Cette mutation
induit une surexpression de la pompe a efflux médiée par NorA et ainsi diminue la concentration de
fluoroquinolones dans la bactérie. La seule présence d'une mutation dans le géne codant pour norA
entraine une résistance, mais de bas niveau. Les mutations retrouvées dans le gene de grlA étaient
au niveau du codon 80 (Ser — Phe ou Lys) et au niveau du codon 84 (Glu — Lys), les mutations du
codon 84 semblant induire une résistance plus faible. La mutation trouvée dans le geéne de gyrA
était, quand a elle, au niveau du codon 84 (Ser — Leu). Les résistances de haut niveau nécessitent
des mutations successives, le plus souvent en commengant par une mutation du grlA. De plus une
inhibition de l'activité des pompes a efflux ne permet pas une réversion totale des résistances (74),
cela prouve la nécessité de multiples mutations dans différents sites afin d'avoir une résistance de
haut niveau.

L'é¢tude de Khan et al (75) a montré également un lien entre résistances et mutations dans les
genes codant également pour griB et gyrB, ainsi que d'autres pompes a efflux. Les mutations
trouvées dans les séquences des souches résistantes étaient en position 84 (S — L) et 106 (G — D)
pour gyrA ; tandis que celles trouvées chez grlA étaient en position 80 (S — Y) et 84 (E — G). IIs
ont également remarqué la présence de double mutations chez grlB (E422 — D et E596 — D), mais
ont aussi découvert d'autres mutations (V615 — 1, S437 — P, et D646 — Y). Une augmentation
de l'efflux a également été constaté dans cette étude, ceci associé a une surexpression des genes
norA, norC, norB et/ou mdeA codant pour des promoteurs des protéines constituant les pompes a
efflux. Le géne norA montrait une mutation en 371 (V — 1) dans les souches résistantes
surexprimant norA. Une autre mutation a été découverte : G291D. Cette mutation induit une
surexpression de norA, norB, norC et mdeA. Une délétion d'un nucléotide dans la boite de liaison
entraine elle aussi une surexpression de norA, norB et norC, mais n'a pas de lien avec la
surexpression de mdeA.

Streptococcus agalactiae est un cocci a Gram positif se présentant en chainettes. Il est aussi
appelé streptocoque du groupe B et posseéde une capsule. Il est retrouvé dans la flore commensale
digestive et vaginale de 10 a 30% de la population et c'est un pathogeéne opportuniste responsable
d'infections chez le nouveau-né notamment des méningites ou des septicémies. Arias et al (76) ont
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montré une corrélation entre la résistance aux fluoroquinolones et les mutations dans les QRDR de
gyrA et parC. Dans parC ils ont trouvé des substitutions en position 79 (S — F ou Y) et dans gyrA
ils ont trouvé une substitution en 81 (S — L) chez les souches résistantes. En outre les souches les
plus résistantes comportaient plusieurs mutations. Le fait d'avoir une mutation dans parC
uniquement entraine une résistance de bas niveau qu'il est important de repérer au plus tot.

Streptococcus pneumoniae est un cocci a Gram positif aussi appelé pneumocoque se
présentant sous forme de diplocoques. Il possede une capsule polysaccharidique cible des vaccins.
Il colonise le nasopharynx et persiste de maniére commensale. Il est capable de produire un biofilm
ce qui va l'aider pour coloniser et se diffuser dans l'organisme. Il est responsable de diverses
pathologies, qu'elles soient bénignes si traitées rapidement comme sinusites, conjonctivites, otite
médiane,... ; mais aussi invasives comme des pneumonies, des méningites, des péritonites, des
endocardites ou des septicémies. Le biofilm est aussi le lieu préférentiel de développement de
résistances et est lui méme 1000 fois plus résistant que la bactérie seule. Traiter le biofilm va
nécessiter une antibiothérapie bien plus forte et prolongée que le traitement de la bactérie seule
(Valenzuala et al (77)). Les fluoroquinolones vont cibler la topoisomérase IV mais aussi la gyrase.

Dans I'¢tude de Won et al (78), les chercheurs ont trouvé des mutations dans les QRDR dans
les génomes des souches présentant une résistance aux fluoroquinolones. La plus commune des
mutations trouvées ¢était [le460 — Val dans la séquence de parE. La premicere étape de
développement de résistances de haut niveau semble étre associée a la mutation Lys137 — Asn de
parC. Cette mutation associée a une mutation de la séquence de gyrA Ser81 — Phe ont induit une
résistance de haut niveau a la ciprofloxacine, la Iévofloxacine et a la gatifloxacine. La résistance a
la moxifloxacine semble médiée principalement par la mutation Ser79 — Phe dans la séquence de
parC. Des mutations ont également été trouvées dans la séquence de gyrB : Ala390 — Val et
Asn423 — Thr.

L'é¢tude de Shin et al (79) montre que les souches non sensibles a la lévofloxacine
comportaient toutes une mutation dans le QRDR de parE en Ile460 — Val, toutefois la résistance
ainsi obtenue est de bas niveau. La résistance est aussi due a une mutation de 1 a 6 acides
nucléiques dans le QRDR de parC, dont une nouvelle mutation Asn94 — Ser. Des mutations dans
les séquences de gyrA ont aussi ¢t¢ montrées. En outre les souches résistantes présentent ¢galement
des pompes a efflux plus ou moins ciblés a un type d'antibiotique.

Une différence d'effet des mutations selon les fluoroquinolones testées a ét¢ démontrée par
Weigel et al (80). En effet ils ont montré qu'une mutation sur la QRDR de la gyrB a une incidence
sur la sensibilit¢ de la souche a la gatifloxacine mais pas sur la moxifloxacine, tandis qu'une
mutation sur la QRDR de gyrA aura un effet sur la résistance a la moxifloxacine mais pas sur celle a
la gatifloxacine. Il faut donc se méfier et ne pas supposer directement des résistances croisées sans
vérification.

Streptococcus pyogenes est un cocci a Gram positif se regroupant en chainettes faisant partie
des streptocoques du groupe A. Il fait partie de la flore commensale des muqueuses de la sphére
ORL. Il peut devenir pathogene et causer directement angines, sinusites, otites moyennes aigués,
impétigo, érysipele, septicémies, méningites, péritonites, endocardites. Il peut également provoquer
une scarlatine ou un syndrome de choc toxique. Il peut étre responsable d'atteintes post-
streptococciques comme rhumatismes articulaires aigus, des symptomes neurologiques ou encore
une glomérulonéphrite aigué. L'é¢tude de Dewan et al (81) montre que des mutations ponctuelles
dans les QRDR de gyrA et parC représentent le premier mécanisme de résistance de S. pyogenes,
méme si une seule mutation induit une résistance de bas niveau. Des mutations progressives sont
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nécessaires afin d'atteindre un haut niveau de résistance, ce sont des mutations palier par palier. Les
mutations sont dues a une pression de sélection par des concentrations progressives de
fluoroquinolones permettant la sélection des mutants moins sensibles aux fluoroquinolones. Cette
étude montre aussi que la survenue de résistance due a une mutation de gyrA dépend de quel acide
aminé le résidu en 81 deviendra. En parC la mutation se produit au résidu 79 principalement et
éventuellement au résidu 83.

3. Mycoplasmes

Les mycoplasmes sont bactéries appartenant a la classe des Mollicutes. Ils sont dépourvus
de paroi ainsi ne sont pas colorables par le Gram. Ureaplasma parvum est une espece de bactérie
trouvée dans 1’appareil urogénital de ’homme. Elle fait partie des mycoplasmes et est présente dans
la flore commensale vaginale. En trop grosse quantité elle devient pathogéne et refléte un
déséquilibre de la flore vaginale. Elle peut provoquer vaginites, urétrites, cervicites, troubles
néonataux ou de la reproduction. Elle peut également provoquer des arthrites, des septicémies ou
encore des abces. Du fait de leur absence de paroi, et du fait de leur mutation naturelle du gene
codant pour la sous unité 3 de I'ARN polymérase, les mycoplasmes sont particulierement difficiles a
traiter car sont résistants a la plupart des antibiotiques, y compris a 1'acide nalidixique.(1)

L'étude de Beeton et al (82) compare Ureaplasma parvum et Ureaplasma urealyticum afin
de déterminer quelles mutations précédemment découvertes sont responsables de l'apparition de
résistances aux fluoroquinolones et quelles mutations sont dues a un simple polymorphisme
génétique. Ils ont repéré la mutation Gln100 — Arg de la séquence codant pour gyrA en tant qu'un
des siéges de la résistance aux fluoroquinolones. Concernant parC, les mutations responsables
semblent étre une mutation Ser83 — Leu et une mutation Asp82 — Asn (proche du site de la
mutation précédente).

Mycobacterium tuberculosis est un mycoplasme bacillaire responsable de la tuberculose.
L'infection se produit par inhalation de particules infectieuses qui vont se déposer (si elles
échappent au systéme mucociliaire) dans les bronchioles. Une fois 1a la bactérie se multiplie en
l'absence d'une réponse adéquate de I'organisme. C'est donc une affection touchant particulierement
les immunodéprimeés. Il est aussi possible d'avoir une localisation extra-pulmonaire, dans ce cas cela
peut provoquer une atteinte méningée, péricardique, pleurale, ostéo-articulaire, génito-urinaire, ou
encore péritonéale. L'étude de Wang et al (83) analyse les mutations présentes chez les souches
résistantes aux fluoroquinolones. Des mutations dans le gene codant pour gyrA et gyrB ont été
découvertes chez les souches non sensibles. Deux mutations pour gyrA et une pour gyrB montrent
une augmentation de la CMI, respectivement D94G et A90V pour gyrA, et N538D pour gyrB.
D'autres mécanismes comme des mutations hors QRDR, une diminution de la perméabilité
membranaire, la présence d'un efflux actif, la captation de l'antibiotique ou son inactivation peuvent
étre liés eux aussi a la résistance aux fluoroquinolones. L'étude de Ando et al (84) confirme que les
deux sites de mutation principaux du QRDR de gyrA sont les positions 94 et 90.

La revue de Avalos et al (85) montre 'existence de double mutations, que ce soit dans gyrA,
gyrB, ou les deux chez certaines souches résistantes a haut niveau. La mutation A90V était présente
dans la majorité de ces souches. Une double mutation semble causer systématiquement une
résistance car ces doubles mutations n'ont pas €té retrouvées chez les souches sensibles.

Un autre mécanisme de résistance a ¢été découvert chez les mycobactéries par Adjei et al

(86). En effet de nombreuses mycobactéries dont M. bovis sont capable de biotransformer les
fluoroquinolones. Elles métabolisent la norfloxacine par N-acétylation, oxydation, et rupture du
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cycle pipérazine (figure 18). La plupart des mycobactéries modifiant la norfloxacine vont la
transformer en N-acétylnorfloxacine qui a une action beaucoup moins importante que la
norfloxacine (CMI multipliée par 4 au minimum). D'autres, plus rares, la transformeront en N-
nitrosonorfloxacine qui sera moins efficace que la norfloxacine.

Ainsi la biotransformation permet de diminuer l'efficacité des fluoroquinolones et d'étre
potentiellement le premier pas vers une résistance.

Mycobacterium leprae, agent causant de la Iepre, a été étudié par Yokoyama et al (87). Cette
équipe a ¢étudié les mutations présentes chez les souches résistantes aux fluoroquinolones et a
découvert que des mutations ponctuelles de la séquence codant pour gyrB entrainaient une
diminution de la sensibilité de la bactérie aux fluoroquinolones. Ces mutations ont été trouvées en
positions 464 (Asp — Asn), 502 (Asn — Asp), et 504 (Glu — Val). Il y a donc un risque important
de développement de résistance pour cette bactérie a partir du moment ou I'une de ces mutations est
présente dans la séquence codant pour gyrB. Ainsi des précautions seront a prendre pour traiter cette
maladie mais aussi M. tuberculosis car les séquences codant pour gyrB de ces deux bactéries sont
trés semblables.

3. Résistances a support plasmidique
1. Généralités

Les plasmides sont des molécules d'ADN bicaténaires, circulaires et cytoplasmiques de
petite taille se répliquant de manicre autonome. Ils ne sont pas indispensables a la survie et au
métabolisme normal de la cellule bactérienne-hote. Ils sont transférables de bactérie a bactérie de la
méme espeéce ou d'especes différentes par simple contact (conjugaison chez les bactéries a Gram
négatif) ou par l'intermédiaire d'un bactériophage (transduction chez les staphylocoques).(1)

Le terme a été utilisé pour la premiére fois en 1952 par Lederberg (1). A cette époque il
utilisait ce terme pour décrire les éléments cytoplasmiques. La premiére mise en évidence de
plasmide de résistance aux antibiotiques a été effectuée au Japon en 1959 par Ochiai et Akiba qui
ont montré que des colibacilles multirésistants pouvaient transmettre in vivo chez 'homme leur
résistance a des shigelles initialement sensibles. Cette hypothese a €té testée in vitro et a permis de
découvrir les plasmides de résistance.

Les geénes portés par les plasmides peuvent coder pour la synthése de protéines qui conferent
des propriétés biologiques diverses : résistance aux antibiotiques (béta-lactamines, aminosides,
phénicols, cyclines, macrolides) chez les bactéries a Gram positif ou négatif ; aux antiseptiques, aux
métaux lourds (antimoine, argent, bismuth...) ; aux bactériophages. Ils permettent aux bactéries de
s'adapter a un environnement hostile.

La virulence des bactéries peut aussi €étre a médiation plasmique : pouvoir pathogeéne des
colibacilles (diarrhées des voyageurs), pouvoir pathogéne des staphylocoques dans 1'impétigo.

Ils peuvent également coder pour la synthése de bactériocines qui inhibent la croissance
d'autres bactéries (ex. : colicines létales pour les entérobactéries). Ils peuvent aussi porter les génes
qui codent pour le métabolisme du lactose ou de la lysine chez les Proteus, la production de H,S

chez E. coli, 1a dégradation du toluéne ou de l'octane chez les Pseudomonas...
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Les plasmides sont remarquables par :

— leur caractere transférable de bactérie a bactérie

— leur capacité de réplication qui permet la répartition du plasmide chez les bactéries filles

— le fait qu'ils peuvent posséder plusieurs (jusqu'a 4 ou 5) caracteres de résistance a la fois

— leur propriété d'incompatibilité : la présence d'un plasmide dans une bactérie empéche la
pénétration d'un plasmide de méme type ou la réplication de celui-ci.

Une bactérie peut cependant contenir plusieurs plasmides s'ils font partie de différents
groupes d'incompatibilité. De plus, un plasmide peut contenir plusieurs geénes de résistance
différents.

2. Protéines Qnr

Le premier plasmide portant une résistance aux fluoroquinolones a été identifi¢ en 1998 par
Martinez-Martinez et al (88). Il s'agissait d'un plasmide trouvé par hasard dans des souches de
Klebsiella pneumoniae trés résistantes aux béta lactamines étudiées afin de trouver le plasmide
responsable de cette résistance. Ils ont découvert que celui-ci se transférait facilement a des souches
de Citrobacter, Salmonella mais aussi P. aeruginosa. Le géne responsable de cette résistance a été
appelé gqnr pour quinolone resistance, désormais appelé qnrA suite a la découverte de nouveaux
genes.

Depuis leur découverte, des chercheurs ne cessent de découvrir de nouveaux plasmides
induisant une baisse de la sensibilité aux fluoroquinolones. Cette diminution de la sensibilité n'est
généralement pas assez importante pour causer plus qu'une résistance de bas niveau, toutefois elle
facilitera l'obtention de mutations et la sélection de mutants résistants.

Le séquencage de qnrA a montré qu'il permettait de produire une protéine de 218 acides
aminés avec une séquence de 5 acides aminés se répétant en tandem. Cette protéine fait donc partie
de la famille des PRP (pentapeptide repeat protein). Apres le séquencage de qnrA, plusieurs autres
familles de genes plasmidiques de résistance ont été découverts : qnrB, qnrS, qnrD mais aussi
qnrVC. Leurs séquences different les unes des autres de minimum 35%, et dans chaque famille de
qgnr il existe plusieurs variants.(89) Actuellement, sept variants du géne qnrA sont décrits (qnrAl a
qnrA7).

QnrS a été isolée d'un clone de S. flexneri ayant causé une €pidémie au Japon. Une des
souches responsables présentait une résistance a la ciprofloxacine et des études ont montré que cette
résistance était due a un plasmide possédant un géne codant pour une protéine PRP de 218 acides
aminés. La protéine en question était a 59% identique a la protéine QnrAl et a ét€ nommée QnrS.
Désormais on compte 6 variants de ce géne (qnrS1 a qnrS6).

La QnrB, protéine de 214 acides aminés, a ét¢ identifiée en 2008 suite a la découverte en
2006 par Jacoby et al qui ont trouvé une résistance aux fluoroquinolones transférable différente de
gnrA chez une souche de K. pneumoniae. Elle possede 43% d'homologie avec QnrAl et 44% avec
QnrS1. Elle possede 54 variants.

Le géne qnrC a ensuite été identifi¢ sur un plasmide provenant d’une souche de Proteus
mirabilis isolée a Shanghai en Chine. Ce geéne code pour une protéine de la famille des PRP, QnrC,
de 221 acides aminés et qui partage 64, 41 et 59 % d'homologie en acides aminés avec QnrAl,
QnrB1, QnrS1 et QnrD respectivement. Un seul variant a été identifié pour le moment.
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Le geéne qnrD, découvert sur un plasmide issu de souches de S. enterica, permet de produire
une protéine QnrD de 214 acides aminés qui présente 48, 61, 32 et 43% de similarités avec
respectivement QnrA 1, QnrB1, QnrS1 et QnrC.

Les protéines Qnr appartiennent a la famille des pentapeptides répétés, elles sont constituées
de tandem de cinq acides aminés répétés de fagon semi-conservative. (24)

Concernant les origines des Qnr, des homologues peuvent étre retrouvés codés par des génes
chromosomiques de beaucoup de bactéries Gram positives et Gram négatives, par exemple
Bacillus, Enterococcus, Listeria, Mycobacterium, ou encore Clostridium (89). Parmi ces bactéries
nombreuses sont celles aquatiques. La protéine QnrAl est a 98% identique a un Qnr codé par le
chromosome de Shewanella algae ; QnrS1 a 97% de similarités avec une Qnr de Vibrio mytili ; et
QnrC est 97% similaire a une Qnr de V. parahemolyticus.

Les homologues de QnrB sont, quand a eux, transcrits dun chromosome de souches de la
famille de Citrobacter freundii. Les petits plasmides non conjugués portant qnrD sont probablement
issus de Proteeae.

La répartition géographique mondiale de génes qnr suggere une existence bien avant que les
fluoroquinolones ne soient découvertes, toutefois leur fonction originelle reste encore a étre
¢élucidee.

Le mécanisme par lequel les protéines Qnr exercent un effet protecteur sur I’ADN gyrase et
la topoisomérase IV contre [’action inhibitrice des fluoroquinolones n’est pas complétement
¢lucidé. La protéine QnrA est capable de se lier a ’ADN gyrase et a la topoisomérase IV au niveau
de leurs deux sous-unités et, en I’absence du complexe ternaire composé de la fluoroquinolone, de
I’ADN et de I’enzyme. Par conséquent, la protection exercée par QnrA est le résultat d’une liaison
de cette protéine au niveau d’une des deux enzymes sur un site chevauchant le site de liaison de
I’ADN. Ainsi l'action des fluoroquinolones de produire des cassures double brin dans 'ADN est
partiellement inhibée. De plus QnrA entre en compétition avec I’ADN pour la liaison au niveau de
I’enzyme sans inhiber I’action de celle-ci in vitro a concentration normale. Elle n'inhibe l'enzyme
qu'a haute concentration.

Une étude de Kim et al (90) montre que les protéines Qnr se lient a la gyrase et aux deux
sous-unités A et B, et suggere que les protéines Qnr protégent la gyrase en bloquant aux
fluoroquinolones l'acces a GyrA qui est essentiel a l'activité de 1'antibiotique.

Des études concernant les protéines Qnr montrent qu'elles forment une hélice f
quadrilatérale stabilisée par des interactions hydrophobes. Elles forment des dimeéres de forme
allongés et possédent plusieurs boucles de projection de respectivement 8 et 12 acides aminés. La
délétion de la petite boucle diminue la protection contre les fluoroquinolones, tandis que la délétion
de la grande boucle (ou des deux boucles) détruit completement l'activité protectrice.(Wang et al

O1)

De nombreux antibiotiques et substances ciblent également la gyrase. Les protéines Qnr
peuvent protéger des agressions des substances dont la structure est similaire aux quinolones ;
toutefois ils ne proteégent pas de substances ciblant la sous-unité gyrB.

L’acquisition d’un plasmide porteur d’un géne qnr n’est pas suffisante pour transformer une
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bactérie de type sauvage sensible aux fluoroquinolones en souche résistante. On détermine 1’effet de
la présence d’un tel plasmide sur la sensibilit¢ d’une souche vis-a-vis d’une fluoroquinolone
particuliere en déterminant et en comparant les CMI de cette molécule pour une souche porteuse ou
non du dit plasmide. La modification apportée a la concentration de prévention des mutants (CPM)
est une autre fagon d’exprimer ’effet sur la résistance conférée lors de 1’acquisition d’un géne qnr.
Ainsi, les protéines Qnr en augmentant la CPM facilitent D’apparition de souches mutantes
présentant des niveaux élevés de résistance aux fluoroquinolones. (21)

Par ailleurs, les geénes qnr sont fréquemment observés en présence d’autres mécanismes de
résistance avec lesquels ils agissent en synergie au sein de souches cliniques, et de nombreuses
¢tudes ont également identifié des bactéries porteuses de plusieurs génes qnr possédant des lors un
effet additif sur la CMI (89).

3. Inactivation enzymatique

1. aac(6’)-Ib-cr

Robicsek et Jacoby en 2006 ont remarqué que, parmi les souches de E. coli qu'ils avaient
identifiées possédant un plasmide et des genes qnr, la présence du géne qnr n'induisait pas le méme
niveau de résistance chez toutes les souches (92). Certains plasmides induisaient une CMI quatre
fois supérieure aux autres sans montrer de surexpression de qnrA.

Le géne aac(6’)-Ib qui code pour une aminoglycoside acétyl-transférase, une enzyme
produisant une résistance a la kanamycine, a la tobramycine et a 1’amikacine, fut découvert
responsable de ce phénotype particulier. Cependant ce géne aac(6’)-Ib identifi¢ était muté, les deux
mutations responsables de ce phénotype se trouvent au niveau du codon 102 (Trp — Arg) et au
niveau du codon 179 (Asp — Tyr). Elles sont nécessaires et suffisantes a la production du
phénotype de résistance vis-a-vis de la ciprofloxacine. Le variant du geéne aac(6’)-Ib, nommé
aac(6’)-Ib-cr pour ciprofloxacin resistant, est ainsi capable d’acétyler I’azote amine d’un noyau
pipérazine en position 7 du noyau de certaines fluoroquinolones comme la ciprofloxacine et la
norfloxacine (cela n'agit que sur les fluoroquinolones ayant un groupement amine non protége).
Bien que I’augmentation de la CMI produite soit moyenne, la présence du gene aac(6’)-Ib-cr affecte
plus la CPM. Ainsi, a une concentration de 1,6 mg/L, approximativement le pic de concentration
plasmatique en ciprofloxacine libre atteint au cours d’une thérapie, on identifie déja des clones
résistants d’une souche sauvage d’E. coli (92). Ce variant spécifique est largement répandu a travers
le monde.

2. CrpP

Chavez-Jacobo et al en 2018 (93) ont isolé un plasmide autotransférable de 123-kbp,
pUMS05, a partir d'une souche clinique de P. aeruginosa. 1l porte de nombreux geénes adaptable, y
compris le géne umuD qui code pour un régulateur de la transcription dans la réponse SOS, des
genes impliqués dans la virulence, mais aussi des genes qui vont augmenter la stabilité plasmidique.
En transférant ce plasmide vers une souche sauvage de P aeruginosa, ils ont remarqué une
augmentation de la CMI de la ciprofloxacine testée. Ainsi ce plasmide code pour une protéine de
résistance.

Ils ont découvert que le gene responsable de la transcription de cette protéine est le gene
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orfl131, renommé crpP pour « ciprofloxacine resistance protein, plasmide encoded ». Ce géne
partage 40% de similarités avec une région de 42 acides aminés d'une aminoglycoside
phosphotransférase issue de Mycobacterium smegmatis. Le gene crpP est sensé produire une
protéine de 65 acides aminés, ce qui est bien moins que l'autre protéine qui contient 225 acides
aminés ; toutefois d'autres membres de cette famille de protéines comportent moins d'acides aminés.
CrpP contient 2 résidus présents chez toutes les enzymes de cette famille : 7-Gly impliqué dans la
catalyse et 26-Ile servant a la liaison avec I'ATP.

Apres plusieurs tests en transférant le plasmide dans des souches de E. coli sauvages, ils ont
remarqué que seule la CMI de la ciprofloxacine était impactée par la présence de ce plasmide. Ainsi
cette résistance semble €tre centrée sur cet antibiotique. Toutefois la norfloxacine semble étre elle
aussi un substrat éventuel de 1'enzyme produite par crpP.

Ce groupe a également découvert, en vérifiant les concentrations d'ATP, que la concentration
d'ATP diminuait lorsque 1'enzyme agissait. Ainsi le mécanisme d'action de cette enzyme implique
certainement une phosphorylation de la ciprofloxacine ou de la norfloxacine. Des études par
chromatographie liquide-spectrométre de masse montrent également que la ciprofloxacine se fait
phosphoryler en ciprofloxacine monophosphate sur le groupement carboxyle. Ainsi c'est un
mécanisme de résistance spécifique plasmidique dépendant de I'ATP agissant par modification de la
ciprofloxacine.

4. Pompes a efflux spécifiques

1. Lapompe a efflux QepA

Cette pompe a été découverte en 2002 au Japon. Elle est codée par un gene situé sur un
plasmide de résistance d’une souche clinique d’E. coli isolée d’urine, qui confere un profil de
résistance multiple vis-a-vis des aminoglycosides, des fluoroquinolones et des bétalactames a large
spectre. Le géne gepA code pour une protéine de 511 acides aminés qui est une pompe a efflux de la
famille des transporteurs MFS (pour major facilitator superfamily). (89)

Cette pompe a efflux confére une résistance a bas niveau pour les fluoroquinolones
hydrophiles comme la ciprofloxacine, I’enrofloxacine et la norfloxacine. En 2008 un variant de ce
gene, nommé QepA2, qui présente deux substitutions en acides aminés a été mis en évidence. Ce
variant confeére un phénotype de résistance similaire a QepA, renommé depuis QepAl. QepA3 a été
découvert en 2015, et QepA4 en 2017. (Ruiz 2018) (94)

Les travaux de Kunikazu et al (95) montrent que la pompe a efflux QepA diminue
significativement la concentration intrabactérienne de norfloxacine, ciprofloxacine et enrofloxacine.
Le mécanisme d'efflux semble étre lié a un échange de protons et il n'est pas spécifique a un seul
type de substances.

2. Lapompe a efflux OgxAB

OgxAB est une pompe a efflux de la famille RND découverte initialement sur des plasmides
transmissibles porteurs d’une résistance a 1’olaquindox, un antibiotique dérivé de la quinoxaline,
utilisé en agriculture dans certains pays du monde comme promoteur de croissance chez les porcs.
Cette pompe a efflux est non spécifique. Ce plasmide a été trouvé dans des souches de E. coli
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provenant des animaux mais aussi des agriculteurs. (89)

Le géne qui code pour ce déterminant a €galement été trouvé sur le chromosome de K.
pneumoniae ou il présente différents niveaux d’expression corrélés a des différences de sensibilité a
I’antibiotique. Ce mécanisme peut faire varier la sensibilité jusqu'a 20 fois. Il confére aussi une
résistance aux fluoroquinolones a bas niveau, en augmentant la CMI d’une souche d’E. coli vis-a-
vis de I’acide nalidixique et de la ciprofloxacine.

Chez K. pneumoniae, la surexpression du géne rarA adjacent est liée a une augmentation de
I'expression de oqxAB, tandis que la surexpression du géne adjacent oqxR diminue la production de
OgxAB.

V) Stratégies d'évitement possibles de la résistance aux Fluoroquinolones

Le développement de résistances aux antibiotiques est un probléme de santé publique. En
effet de plus en plus de souches bactériennes comportent des mécanismes de résistance a au moins
un type d'antibiotiques. Cela est dii a une trop grande utilisation déraisonnée de ces molécules (65).

De nombreuses études montrent des corrélations entre l'utilisation d'antibiotiques et la
survenue de résistances (Stein et al 2008 (96)). En effet la survenue de mutations spontanées
aboutissant a une résistance est assez faible (de 1'ordre de 10®* — une seule bactérie sur 100 000 000
déclenchera une résistance par mutation spontanée). Cette apparition de mutation est favorisée par
l'utilisation d'antibiotiques mal controlée ; en effet si la dose d'antibiotique utilisée est trop faible ou
la durée trop courte la CMI ne sera pas atteinte et ainsi cela favorisera l'apparition de résistances. La
figure 18 illustre le phénoméne. Une pression de sélection du mutant se produit en présence d'un
antibiotique a dose insuffisante pour tuer toutes les bactéries y compris les souches moins sensibles.
Ainsi seule la souche peu sensible survit et finit par se multiplier.

Population bactérienne
normale

souche résistante
sélectionnée

« souche résistante ‘

« souche sensible

population bactérienne
résistante

Figure 18 : Transformation d'une population bactérienne normale sensible en résistante.

Il existe quelques propositions de solutions afin de limiter l'apparition de souches a
résistance de haut niveau.

Tout d'abord, il est important de réaliser un antibiogramme avant toute thérapie par
fluoroquinolone. En effet inutile d'utiliser des antibiotiques qui n'agiront pas sur le pathogene. De
plus mesurer la CMI est fondamental afin de repérer les premiers signes d'apparition de résistance.
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Une CMI doublée ou quadruplée doit faire penser a une résistance de bas niveau qui est la premicre
marche vers une résistance de haut niveau. Les résistances de haut niveau aux fluoroquinolones ne
se produisent qu'apres plusieurs mutations successives.

I1 est primordial d'évaluer le bénéfice-risque, la sensibilité et la présence de résistance avant
de traiter par fluoroquinolones. En effet pour traiter une infection a S. pneumoniae la 1évofloxacine
n'est pas toujours assez efficace surtout s'il y a une mutation de parC. Seule la moxifloxacine sera
efficace (97).

Ensuite, dans le cas d'antibiothérapie obligatoire chez des souches de basse résistance,
associer un autre antibiotique peut permettre de limiter la survenue de résistances. En effet la
mutation permettant de résister a une fluoroquinolone ne permettra pas forcément de résister a une
béta-lactamine.

Concentration (mg/l)

Non sélection de mutant (1er niveau) R

Fenétre
II \\ CPM 4o
sélection
Activité antibactérienne et p. de sélection de
I \ C MImutant R
/ Inefficacité anti-bactérienne
T Temps (h)

Figure 19 : Fenétre de sélection de mutants (23)

Augmenter les doses peut étre efficace pour lutter contre les mutations de bas niveau, d'ou
l'importance de la CPM (concentration de prévention des mutants). Il s'agit de la concentration
minimale d'antibiotique pour laquelle la probabilit¢ de sélectionner un mutant résistant est
extrémement faible. Dans la figure 19 on voit la courbe de concentration selon le temps apres
l'inoculation de l'antibiotique. La zone dans laquelle I'antibiotique est efficace mais en exergant une
pression de sélection en faveur de l'apparition de résistances est appelée fenétre de sélection de
mutants résistants. Elle se situe entre la CMI et la CPM. (23)

Une autre méthode pour éviter les résistances consiste a inhiber les pompes a efflux. Il est
possible de le faire de différentes maniéres : en diminuant la production des pompes en agissant au
niveau de la régulation des génes, modifier la structure des antibiotiques afin qu'ils ne soient plus
reconnus par ces pompes, inhiber l'assemblage des sous-unités des pompes a efflux, bloquer les
pompes afin d'empécher la fixation au substrat, ou encore empécher la fixation d'énergie a la pompe
(Sharma et al 2019 (98)). Les substances inhibant les pompes sont appelées EPI pour efflux pump
inhibitor. Le premier a été identifié en 2001, il s'agit de phenylalanyl arginyl B-naphthylamide
(PapN) utilis¢é pour potentialiser l'effet de la lévofloxacine et de I'érythromycine contre la
surexpression de MexAB-OprM.

Toutefois pour l'instant aucun d'entre eux n'a été commercialisé car leur usage est limité. En

effet ils doivent inhiber les pompes a efflux dirigées contre les antibiotiques tout en évitant d'inhiber
des fonctions normales de I'organisme traité. Les EPI pour étre utilisables doivent étre sélectifs.
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Wang et al (91) ont isolé un alcaloide isoquinoline issu de plantes de médecine chinoise, la
palmatine (figure 20).

Figure 20 : Structure chimique de la palmatine

Cette substance a ¢té identifiée comme étant un inhibiteur de résistance aux quinolones
codée par des plasmides. Apres tests, la palmatine a restauré l'activité de la ciprofloxacine contre
des souches de E. coli présentant des protéines QnrS mais aussi l'enzyme AAC(6')-Ib-cr. La
palmatine s'est fixée a la boucle B du QnrS et ainsi a inhibé son action. Concernant I'enzyme
AAC(6')-Ib-cr la palmatine s'est fixée a deux acides aminés du site de liaison de l'enzyme afin de
l'inhiber.

Cela peut étre une bonne piste a creuser afin d'éliminer les mutants dus a des résistances de
bas niveau codées par des plasmides suffisamment tot pour éviter la survenue de résistances
supplémentaires.

Modifier les antibiotiques afin d'éviter le systeme d'efflux et les enzymes dégradant
l'antibiotique est en cours d'étude. Norourbahari et al (99) ont essayé de modifier deux
fluoroquinolones afin de leur ajouter un groupement quinazolinone, la ciprofloxacine et la
sarafloxacine (retirée du marché depuis plusieurs années). Aprés étude sur plusieurs souches
bactériennes dont des SARM ils ont trouvé une diminution de la CMI par rapport a la
ciprofloxacine. Un des composants qu'ils ont synthétisé semble étre 60 fois plus actif que la
ciprofloxacine. Cela nécessite encore des tests afin de vérifier le potentiel éventuel dans les
traitements de souches résistantes.

VI) Conclusion

Les fluoroquinolones étaient présentées a leur découverte comme des molécules miracles
actives sur de nombreuses souches bactériennes, mais l'utilisation non maitrisée de ces antibiotiques
a provoqué l'apparition de résistances.

Les résistances aux antibiotiques n'ont fait qu'augmenter au fil des années, au point de poser
parfois probléme par manque de thérapeutique active. Leur évolution se fait par mutations
successives, par paliers, et elles ont plusieurs niveaux ; en outre utiliser de maniére raisonnée les
antibiotiques peut permettre d'endiguer en partie la survenue de résistances a haut niveau.

Un antibiogramme et une mesure de la CMI dés qu'il y a suspicion de résistance peuvent
permettre d'éliminer directement les souches résistantes a bas niveau et empécher leur
transformation en souches a trés haut niveau de résistance.

La résistance peut se faire de maniere plasmidique ou chromosomique, la premiere étant
transmissible entre différentes bactéries et la deuxiéme transmissible de la bactérie mere aux
bactéries filles. Les plasmides, qui peuvent porter plusieurs geénes de résistance, se voient surtout
chez les bactéries a Gram négatif, et la résistance se fait de différentes manieres : (i) par production
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de protéines Qnr qui protégeront la cible des fluoroquinolones et entreront en compétition avec elles
pour le site de liaison des enzymes ; (ii) par modification enzymatique de la cible ; (ii1) ou encore
par surexpression de pompes a efflux plasmidiques.

Les résistances chromosomiques peuvent étre dues: (i) a une modification de la cible
(gyrase pour bactéries a Gram négatif et topoisomérase IV pour bactéries a Gram positif) ; (ii) a un
blocage des porines (empéchant les fluoroquinolones d'entrer dans la cellule bactérienne) ; (iii) & un

efflux actif (surexpression des pompes a efflux); (iv) ou encore a une inactivation par
biotransformation de la fluoroquinolone.

Le meilleur moyen d'éviter la survenue de résistances reste d'éviter d'utiliser les
fluoroquinolones lorsque c'est possible, ou au minimum de vérifier la résistance éventuelle et la
présence de plasmide de résistance.

Trouver des thérapeutiques capables de bloquer ces plasmides et les autres mécanismes de

résistances pourrait aussi aider a limiter la survenue de résistances et représente un enjeu de santé
publique.
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Résumé :

La survenue de résistances bactériennes est en constante augmentation. Il s'agit d'un
probléme majeur de santé publique. Cet ouvrage centré sur les fluoroquinolones a
pour objectif de détailler les connaissances actuelles sur les résistances bactériennes
aux fluoroquinolones ainsi que quelques pistes envisagées pour €viter leur apparition
ou leur progression.
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Abstract :

The occurrence of bacterial resistance is constantly increasing. This is a major public
health problem. This work focused on fluoroquinolones aims to detail current
knowledge about fluoroquinolone resistance as well as some avenues considered to
prevent their appearance or progression.
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