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Introduction

Les infections nosocomiales ou infections hospitaliéres sont des infections acquises dans un
¢tablissement de soins public ou privé et qui n’étaient pas présentes en incubation ni a
I’admission. Selon les données de la littérature, 5 a 10 % des malades hospitalisés contractent
une infection nosocomiale dans le monde lors de leur s€jour hospitalier (Brun-Buisson C.,

Girou E. Med Sci, 2000, 16(89) :892-899).

Ces infections nosocomiales constituent aujourd’hui un véritable probléme de santé publique
du fait de leur fréquence croissante et de leur gravité due a la multirésistance des germes en
cause sans compter I’aspect médicolégal qu’elles soulévent (Bocquet J.P. Bull Acad Natl Med
1993;177(5):739-749.).

Les infections nosocomiales peuvent concerner tous les types d’agents infectieux mais elles
sont plus fréquemment bactériennes et plus occasionnellement virales, fongiques ou
parasitaires. Les trois micro-organismes responsables de la majorité des infections
nosocomiales sont Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa
(Beaucaire G. Rev du Prat, 1997, 47(2) : 201-209).

Dans I’enquéte d’incidence des bactéries multirésistantes responsables d’infections
nosocomiales réalisée en 2007 au centre hospitalier universitaire(CHU) de Fann,
Pseudomonas aeruginosa représentait le 2° germe aprés les Entérobactéries sécrétrices de
béta-lactamase a spectre étendu (BLSE) avec un taux de 13% (Dia N.M, Ka R., Dieng C et al.
Med Mal infect; 2008; 38: 270-274) et le premier agent infectieux nosocomial en terme de

mortalité.

Pseudomonas aeruginosa autrement appelé bacille pyocyanique (bacille du pus bleu) est un
bacille a Gram négatif non fermentaire ubiquitaire retrouvé dans I’environnement, le sol,

I’eau et les autres endroits humides.

Si la sévérité des infections nosocomiales a P. aeruginosa est conditionnée par la virulence
propre a ’espece et par les comorbidités des patients concernés, elle dépend également de la
capacité du pathogene a accumuler des mécanismes de résistance aux antibiotiques. Ce qui

entraine des difficultés thérapeutiques.

Aprés avoir répertoriés les différentes résistances observées sur Pseudomonas aeruginosa,
nous ferons d’abord 1’¢tat des lieux des molécules utilisées contre cette bactérie : modes
d’actions et méthodes d’obtentions, ensuite nous ferons une revue des perspectives de

recherche.




I.Pseudomonas aeruginosa dans les infections nosocomiales :

Dans les études francgaises [1] et allemands [2] E. coli était le bacille a Gram négatif le plus
fréquent avec respectivement un pourcentage de 59,7% et 56,5% des souches productrices de
BLSE. Pseudomonas aeruginosa venait en deuxiéme position avec un taux de 13,4%.
Néanmoins Kesah au Nigéria [3] et Atif en Algérie [4] ont rapporté respectivement des taux

de 16,8% et 21,4%.

Au Sénégal, Pseudomonas aeruginosa représentait le premier germe isolé chez les patients
admis en réanimation a I’hdpital Le Dantec de Dakar [5].

Les personnes les plus exposées dans les hopitaux sont les patients : ayant subi une opération
de chirurgie ; les malades exposés a un dispositif invasif tel qu’une sonde urinaire, un cathéter
ou une intubation ; les immunodéprimés par le virus de [’immunodéficience
humaine (VIH) ou par une chimiothérapie. Notons que les personnes jeunes et agées sont plus
exposées. Les grands bralés sont trés exposés au risque souvent mortel d’infections
cutanées. Pseudomonas aeruginosa cause environ 40 % des décés liés a la pneumonie sous

ventilation assistée [6].

I.1.Caractéres morphologiques de la bactérie

Pseudomonas aeruginosa est un bacille a Gram négatif en forme de batonnet de 0,5 a 0,8 um
de diametre sur 1 a 3um de long mobile grace a un flagelle polaire dépourvu de spores et de
capsules[5]. Sa paroi est constituée d’une membrane externe, d’un espace périplasmique et du
peptidoglycane. La membrane externe est une bicouche asymétrique constituée du
lipopolysaccharide (LPS) et de phospholipides (PL) ou se trouvent de nombreuses protéines
telles que les porines [7].

Chez Pseudomonas aeruginosa, on distingue plusieurs types de porines qui sont des protéines
membranaires formant des canaux permettant la diffusion de petites molécules hydrophiles a
travers la membrane des cellules. Parmi ces porines on peut en citer Opr D (D1 et D2), Opr E
(E1 et E2), Opr H (H1 et H2), Opr G et Opr F (qui représentent la majorité des porines dans
cet organisme) [8].

La membrane de Pseudomonas aeruginosa est aussi caractérisée par 1’existence de
nombreuses pompes d’efflux (transporteurs membranaires) qui jouent un role important dans

I’injection des agents antimicrobiens.

-



Figure 1 : Paroi de la bactérie de Pseudomonas aeruginosa [9]

1.2.Caracteres culturaux :

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie aux besoins trés limités. Croissant sur des milieux
synthétiques simples, elle pousse facilement en 24 heures a 37°C. Elle peut croitre entre 5 et
42°C avec un optimum a 30°C. Cependant, elle supporte de moindre variation de pH (6,5 a
7,5) avec un pH optimal a7,2[10].

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie aérobie possédant un métabolisme oxydatif mais en
absence d’oxygeéne elle peut utiliser les nitrates comme accepteur d’¢électrons. Elle est
caractérisée par une odeur florale. Un milieu sélectif a base cétrimide (ammonium
quaternaire) permet la recherche et 1’isolement de Pseudomonas aeruginosa a partir des
produits biologiques (selles, urines, pus, liquide céphalo-rachidien...) en bactériologie

médicale [11].

I.3.Caractéres biochimiques

1.3.1.Métabolisme :

Pseudomonas aeruginosa n’est pas capable de fermenter les sucres mais peut les attaquer (le
glucose en particulier) par voie oxydative entrainant une acidification du milieu. Les milieux
MEVAG (milieu pour I’étude de la voie d’attaque des glucides) ou de Hugh et Leifson sont
spécialement destinés a mettre cette propriété en évidence.

Comme pour la plupart des Pseudomonas, P. aeruginosa posséde des enzymes comme

I’oxydase, le nitrate-réductase et I’argine-dihydrolase[12].

-



1.3.2. Production de pigments :

Pseudomonas aeruginosa produit deux types de pigments (fluorescent ou non) qui servent a

son identification. Ils peuvent étre mis en évidence dans deux milieux de culture différents. Le

milieu King A pour mettre en évidence la pyocyanine et le milieu King B pour la pyoverdine.
- Pyoverdine : pigment jaune-vert fluorescent, soluble dans 1’eau, insoluble dans le

chloroforme.

- Pyocyanine (phénazinique) : pigment bleu-vert non fluorescent soluble dans l'eau et le

chloroforme. Cette espéce est la seule a le produire [12].

-



I1.Les antibiotiques actifs sur Pseudomonas aeruginosa

Le mot antibiotique vient du grec «anti» (contre) et «bios» (vie) et signifie «contre les
organismes vivants». Les antibiotiques se définissent comme des molécules capables d'inhiber
la croissance ou méme de tuer des bactéries sans affecter 1'hdte (cellules eucaryotes) [13]. 11
peut étre, une substance naturelle d’origine biologique €élaborée par un organisme vivant, une
substance chimique produite par synthése ou substance semi synthétique obtenue par
modification chimique d’une molécule de base naturelle ayant une activité antibactérienne.
Parmi eux, les béta-lactamines, la fluoroquinolone et la colistine sont les plus actifs contre

cette bactérie.

I1.1. Les béta-lactamines
II.1.1. Structure chimique

Les béta-lactamines sont des antibiotiques ayant en commun la présence d'un cycle béta-
lactame a quatre piéces contenant une liaison amide tendue qui est plus réactive qu’une
fonction amide classique. En fonction de 1’hétérocycle associe au noyau béta-lactame, on
distingue quatre familles de béta-lactamines (Figure 2) : les pénicillines, les céphalosporines,
les carbapénémes et les monobactames.

Dans le cas des pénicillines et des céphalosporines, le noyau est fusionné respectivement a un
cycle thiazolidine et un cycle dihydrothiazine. Les monobactames ne possedent que le seul
cycle béta-lactame et portent un groupement sulfonate au lieu du COOH présent chez les
pénicillines et les céphalosporines. Pour les carbapéneémes leur cycle de base diffeére de celui
des pénicillines par la présence d’une double liaison et I'absence de soufre endocyclique.

Chez les béta-lactamines, la modification d’une ou de plusieurs chaines latérales permet de

varier le spectre d’action de ces antibiotiques.
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Figure 2 : Principale familles de béta-lactamines [14]




11.1.2. Mode d’action des béta-lactamines

Les béta-lactamines agissent au niveau de la paroi bactérienne. La membrane externe est
constituée d’une barriére hydrophobe a cause de sa nature lipidique. Les béta-lactamines qui
sont des molécules hydrophiles doivent traverser la membrane externe a travers les porines.
Les béta-lactamines sont des analogues structuraux du dipeptide D-Alanyl-D-Alanine (D-Ala-
D-Ala), présent a I’extrémité C-terminale du substrat naturel des DD-peptidases (Figure 3).
Ces enzymes, aussi appelées (Penicillin-Binding-Proteins) PBP plus connues sous le nom de
protéine liant les pénicillines (PLP) sont impliquées dans la formation du peptidoglycane qui
est le composant majeur de la paroi bactérienne. Ainsi, en se liant de manicre covalente au
site actif de ces enzymes, les béta-lactamines inhibent la synthése du peptidoglycane [16]. Ce

qui conduit a une lyse bactérienne.
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R-D-alanyle-D-alaline
Figure 3 : Analogie entre un béta-lactamine et le peptide R-D-alanyl-D-alanine [16]

I1.2.Les fluoroquinolones
I1.2.1. Structure chimique

Elles sont des quinolones substituées en position 6 par un atome de fluor (figure 4). Elles sont
des antibiotiques de syntheése a pouvoir bactéricide rapide comme la Ciprofloxacine. Ces
antibiotiques ont pour cible les topoisomérases bactériennes de type2: [D’acide
désoxyribonucléique (ADN) gyrase et la topoisomérase 4. Ces deux enzymes assurent des

fonctions distinctes mais cruciales pour le maintien de la topologie de I’ADN.

-
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Figure 4 : Structure de la fluoroquinolone [17]
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11.2.2. Mécanisme d’action

Le mode d’action des fluoroquinolones repose sur la capacité des molécules a traverser la

membrane bactérienne et a inhiber la synthése de I’ADN entrainant ainsi la mort cellulaire.

11.2.2.1. Transport membranaire

La pénétration membranaire est trés complexe pour Pseudomonas aeruginosa. Toutefois, il
existe deux voies de pénétration des agents bactériens : les porines et la voie auto-induite.

La paroi bactérienne des Pseudomonas aeruginosa comprend deux éléments importants : le
lipopolysaccharide (LPS) et les protéines porinaires. Avant d’atteindre le cytoplasme, la
fluoroquinolone traverse le LPS, les protéines de la paroi bactérienne et la membrane

cytoplasmique.
11.2.2.1.1. Lipopolysaccharide : (LPS)

Les LPS ¢également appelés lipoglycanes ou endotoxines sont des grosses molécules
constituées d’un lipide, d’un polysaccharide composé d’un antigéne O, d’un noyau externe et
d’un noyau interne relié par une liaison covalente. L’ensemble est maintenu par la présence
d’ions métalliques bivalents comme I’ion magnésium qui permet la formation de pont entre
les différentes chaines du LPS. Ce dernier se fixe de fagon covalent au peptidoglycane. Les
fluoroquinolones sont capables de traverser le LPS en chélatant les ions magnésium (Mg?>"),
désorganisant cette structure et faisant apparaitre des zones hydrophobes (voie auto-

induite)[17].
11.2.2.1.2. Les porines

Les porines se trouvant au niveau de la paroi bactérienne chez Pseudomonas aeruginosa
permettent le passage des molécules hydrophiles. Les fluoroquinolones étant majoritairement
hydrophiles, elles utilisent la voie des porines. Elles utilisent principalement la porine OmpF

et occasionnellement les porines OmpC et PhoE[18]. Mais ce mécanisme ne leur est pas




spécifique car il implique d’autres entités chimiques comme les cyclines et les

céphalosporines.

11.2.2.2. La membrane cytoplasmique

Le passage des fluoroquinolones a travers la membrane cytoplasmique n’est pas en ce
moment €lucidé car il pourrait s’agir d’un processus passif qui ne nécessite pas d’énergie ou

d’un processus de transfert actif qui nécessite de 1’énergie.

I1.3. La colistine
11.3.1. Structures des colistines

Ces molécules sont des polypeptides cationiques constituées d’un cycle de 7 acides aminés et
d’une chaine latérale tripeptidique sur laquelle est lié de facon covalente un acide gras
(figureS). Cette structure chimique particuliere leur confére a la fois des propriétés
hydrophiles (groupement amines des acides aminés du cycle chargé positivement) et

lipophiles (acide gras a longues chaines chargé négativement).
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Figure 5 : Structure de la colistine [19]

11.3.2. Mode d’action des colistines

La cible principale des colistines est le LPS. Le lipide A de la partie externe du LPS est
chargé négativement et interagit avec certains cations divalents (calcium et magnésium
essentiellement) permettant une stabilisation globale de la membrane externe. La colistine

chargée positivement a donc une forte affinité avec le LPS pour s’y lier.




Cette liaison entraine un déplacement des cations par interaction électrostatique ce qui
provoque une désorganisation de la structure membranaire avec la libération du LPS [20].
Grace a sa chaine d’acide gras, elle s’insére dans la membrane externe. Ceux-ci entrainent une
altération de la perméabilité de cette membrane externe pour permettre a la colistine
d’atteindre la membrane interne. La désorganisation de cette membrane interne se produit par
une rupture de I’intégrité de la bicouche de phospholipides [9] (figure 6).

La lyse de cette membrane entraine le relargage du contenu intracellulaire et la mort de la

bactérie [21].

Figure 6 : Mécanisme d’action de la colistine [21]

Ces trois familles d’antibiotiques représentent les principales molécules anti-Pseudomonas et
sont souvent utilisées pour lutter contre cette infection. Par contre, la consommation abusive

de ces antibiotiques permet a la bactérie de développer des résistances contre ces molécules.




I11.La résistance des Pseudomonas aeruginosa aux antibiotiques

Pseudomonas aeruginosa est caractérisé par son aptitude particuliére a acquérir et cumuler de

nombreux et variés mécanismes de résistance. Ces résistances peuvent étre naturelles comme

elles peuvent étre acquises.

II1.1. La résistance naturelle

La résistance naturelle ou intrinséque est un caractere d’espéce qui touche toutes les souches

de I’espece considérée (phénotype sauvage) [22]. Elle se traduit par une faible perméabilité de

la membrane externe aux différents antibiotiques. Les LPS et les protéines de la membrane

externe seraient responsables de cette obstruction envers les béta-lactamines, les quinolones et

les colistines [23].

II1.2. La résistance acquise

Outre les résistances naturelles des bactéries, il existe un nombre important de mécanismes de

résistances développées par les bactéries appelé la résistance acquise. La résistance acquise

reléve d’un mécanisme biochimique dont le support est génétique et elle peut étre

transmissible a d’autres bactéries. Les modes de résistances les plus connues sont au nombre

de quatre (figure 7) :

v’ inactivation ou la modification du composé par un enzyme ;

diminution de la perméabilité membranaire ;

v
v efflux actif ;
v

modification de la cible visée [24].
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Figure 7 : Résistances aux antibiotiques [22]




II1.2.1.Systeme d’efflux actif

L’efflux actif est un mécanisme par lequel les cellules rejettent a 1’extérieur des composés qui
peutent étre toxiques comme les antibiotiques. Ce systéme est efficace grace aux protéines
transmembranaires ancrées dans la membrane plasmique mais également dans la membrane
externe de la bactérie appelée pompe d’efflux. Pour fonctionner les pompes a efflux utilisent
de I’énergie. Les systémes les plus fréquemment rencontrés chez Pseudomonas aeruginosa

sont de type (Resistance / Nodulation /cell division) RND [25].

I11.2.2.Imperméabilité de la membrane

Chez Pseudomonas aeruginosa il existe deux types de porines qui ont une fonction
importante pour permettre le passage des béta-lactamines : les porines Opr F et Opr D.
Cependant Opr F existe sous deux conformations : une conformation fermée monomérique et
une conformation ouverte trimérique. Seule une faible proportion d’Opr F (5 %) est exprimée
en conformation ouverte ce qui réduit la perméabilité membranaire [26].

L’OprD quant a elle, une porine spécifique qui contribue a ’entrée d’acides aminés basiques
et de béta-lactamines de faible poids moléculaire notamment les carbapénémes (imipénéme).
Opr D est un élément majeur de la résistance aux antibiotiques de P. aeruginosa car en
présence de carbapénémes son expression est réprimée (inactivation du promoteur, synthése

de protéines tronquées, etc.) [27].

1I1.2.3.Modification de la cible

En effet, pour étre efficace, un antibiotique doit pouvoir interagir avec sa cible. Les bactéries
sont capables de développer des résistances en incorporant des mutations au sein de génes
codant pour des protéines cibles, empéchant ainsi I’interaction avec I’antibiotique.

C’est le cas de la résistance au fluoroquinolone. Cette derniere est liée a la mutation des
enzymes cibles (les topoisomérases). La résistance liée a la mutation de la gyrase GyrA est
due a la substitution de certains résidus tels que la glycine 83 qui est remplacée par une
alanine ou encore de I’aspartate 94 qui est remplacé par une asparagine, une alanine ou une
glycine [28]. Ces modifications semblent minimes mais elles sont suffisantes pour modifier la
conformation de I’enzyme en empéchant ainsi la fixation de I’antibiotique tout en conservant

une protéine fonctionnelle (figure 8).




Figure 8 : Schéma d’inactivation des cibles [29]

La résistance par modification de la cible passe également par la surexpression de certains
genes régulateurs qui contribuent a protéger les cibles de I’action des antibiotiques. Chez P.
aeruginosa la protéine de signalisation PmrD est surexprimée en réponse a des signaux
environnementaux, inhibant ainsi la déphosphorylation de la protéine régulatrice PmrA par la
protéine senseur PmrB. Les genes régulés par PmrA et PmrB, codant pour des enzymes de
modification du lipide A (LPS) notamment ArnT et EptA, sont par conséquent exprimés de
fagon continue et constitutive, conduisant a une modification du LPS par addition de
groupements tels que le 4-amino-4-desoxy-L-arabinose (L-Ara4N) ou le
phosphoethanolamine (pEtN) (figure 9). Ces groupements réduisent la charge négative du
LPS et minimisent la fixation des antibiotiques cationiques, rendant ainsi la bactérie résistante

aux colistines [30].

Figure 9 : Schémas de la modification des LPS [31]
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II1.2.4.Inactivation de I’antibiotique par des enzymes

Le mécanisme le plus courant de résistance aux béta-lactamines consiste dans la production
par les bactéries d'enzymes hydrolysant 1’antibiotique appelées béta-lactamases. Ces derniéres
sont des enzymes bactériennes qui hydrolysent la liaison amide du cycle béta-lactame des
béta-lactamines pour donner un acyl-enzyme qui sera ensuite dégradé en acide inactif.
L’hydrolyse irréversible du noyau béta-lactame entraine alors I’inactivation de 1’antibiotique
et la perte totale de son activité antibactérienne (figurel0) [32].

L’enzyme sécrété peut s'agir de protéase a sérine active (Enz-Ser-OH) qui se lie aux béta-
lactamines avec plus d'affinité que les PLP. Comme les PLP, ils hydrolysent la liaison amide
du cycle béta-lactame pour former un acyl-enzyme mais la différence majeure entre les 2
types d'enzymes consiste dans la vitesse avec laquelle 'acyl-enzyme est hydrolysé. En effet, si
les PLP ne sont capables d'hydrolyser qu'un béta-lactame par heure, les béta-lactamases les
plus efficaces en hydrolysent 1000 par seconde, rendant l'antibiotique totalement inactif et

régénere l'enzyme pour une nouvelle réaction d'hydrolyse.
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Figure 10 : Mécanisme d’inactivation des antibiotiques par des enzymes [22]
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IV.Synthése des molécules concernées

On peut obtenir des molécules d’antibiotiques par des méthodes de synthése ou par une

méthode de semi synthése.

IV.1.Les molécules de béta-lactamine

Ces molécules sont obtenues par fermentation. On utilise la technique classique de
fermentation en cascade. On réactive d'abord la souche conservée par culture en flacon qui
servira d'inoculum pour un fermenteur de petite contenance, lui-méme étant ensuite utilisé
pour ensemencer une fermentation de plus grande capacité et ainsi de suite jusqu'a
I'ensemencement d'un biofermenteur industriel pour la production.

Les molécules les plus utilisées (figure 11) de la famille des béta-lactamines sont :
pénicillines (Ticarcilline et Pipéracilline), céphalosporines (Ceftazime et Céfépime),

carbapéneéme (Imipénéme et Méropéneme) et monobactame (Aztréonam).

Figure 11 : Différentes molécules de béta-lactamines utilisées en thérapie [20]

Le (tableau2) donne la structure chimique des molécules concernées.
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Tableau 1 : Différentes molécules actives sur Pseudomonas aeruginosa [20]

IV.1.1.L’obtention des molécules de céphalosporines

Les céphalosporines ont pour noyau commun l'acide 7-amino céphalosporanique (figure 12).

La substitution du carbone 3 par des groupements électrocapteurs permet une meilleure

délocalisation des électrons au niveau du cycle béta-lactame rendant en principe les

céphalosporines plus actives vis-a-vis des transpeptidases en comparaison avec les

pénicillines.

Figure 12 : Structure des céphalosporines [22]




Pour obtenir des céphalosporines, on procéde par deux étapes:

1 étape : la semi-synthese de ’acide 7-aminocéphalosporanique (7-AC)

2¢ étape : I’acylation du 7-AC et modulation du Cs.

La semi-synthése se fait en trois procédures. Apres la tautomérisation des céphalosporines C
qui sont des antibiotiques naturels issus de la bactérie Cephalosporium acremonium on passe
par une réaction de substitution du groupement alcool par un atome de chlore par
I’intermédiaire d’un trichlorure phosphoryle en présence de la pyridine ensuite on ajoute de

1’éthanol enfin on hydrolyse le produit (figurel3).
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Figure 13 : Semi-synthese de I’acide 7-aminocéphalosporanique[22]

La deuxieme étape consiste a I’acylation du 7AC. Pour effectuer cette acylation on peut
passer par la réaction Schoten-Baumann en utilisant un chlorure d’acyle. La derniére étape

consiste a mettre un ammonium quaternaire pour qu’il substitue I’éthoxyde (figurel4).

Figure 14 : Schéma d’acylation de I’acide 7-amino céphalosporanique[22]




IV.1.2.La biosynthése des pénicillines
Les pénicillines sont la molécule primaire pour les traitements d’appoint contre les bactéries.

Leur biosynthése est souvent divisée en trois étapes importantes. La premiére étape de leur
biosynthése est la formation d'un tripeptide dit Aminoadipyl-L-Cystéinyl-D-valine ACV
obtenu par condensation de ces 3 acides aminés. Elle est catalysée par une enzyme nommeée
ACYV synthétase.

A partir du tripeptide ACV, un composé bicyclique est ensuite formé : il s'agit de
l'isopénicilline N. Cette cyclisation est assez complexe et fait intervenir une enzyme nommeée
isopénicilline synthétase. Cette molécule est la molécule précurseur des pénicillines et des
céphalosporines. Mais les voies de biogenese divergent a ce niveau.

Les pénicillines sont obtenues par une réaction de transamidification réalisée grace a des
acyltransférases. L'acide aminoadipique est alors remplacé par un acide organique propre a

chaque pénicilline, via l'obtention de 'acide 6-aminopénicillanique.

Pour les céphalosporines, aprés une isomérisation en acide pénicillique N, un agrandissement
du cycle est réalisé grace a des enzymes propres a certaines espéces de Cephalosporium

(figure 15) [33].
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Figure 15 : Biosynthese des pénicillines [34]




IV.2.Synthese des fluoroquinolones : la ciprofloxacine

La condensation du chlorure de 2,4-dichloro-5-fluorobenzoyle avec du diéthylmalonate en

présence d'éthanolate de magnésium dans de [I'éther donne le 2,4-dichloro-5-
fluorobenzoylmalonate de diéthyle qui est partiellement hydrolysé et décarboxylé avec 1'acide
p-toluéne sulfonique pour donner le 2,4-dichloro-5-fluorobenzoylacétate d'éthyle (A). La
condensation de celui-ci avec de 1'orthoformiate de triéthyle dans l'anhydride acétique donne
du 2-(2,4-dichloro-5-fluorobenzoyl)-3-éthoxyacrylate d'éthyle (B) qui est traité avec de la
cyclopropylamine dans de I'éthanol pour donner de 1'éthyle 2- (2, 4-dichloro-5-fluorobenzoyl)
-3-cyclopropylaminoacrylate. La cyclisation du 2- (2,4-dichloro-5-fluorobenzoyl) -3-
cyclopropylaminoacrylate d'éthyle se fait par I’intermédiaire de la soude NaOH dans le
dioxanne pour donner le 7-chloro-1-cyclopropyl-6-fluoro-1,4-dihydro-4-oxoquinoléine-3-
acide carboxylique (C) qui est finalement condensé¢ avec de la pipérazine dans du

dimethylsulfoxyde (DMSO) chaud pour donner le composé cible ciprofloxacine (figure 16)

[35].
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Figure 16 : Synthese des Ciprofloxacines [35]
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V.Cibles actuelles dans la recherche

A T’heure actuelle, Pseudomonas aeruginosa présente une résistance a 1’ensemble des
molécules d’antibiotiques utilisées en thérapie. A cet effet, I'utilisation d’autres moyens de
lutte contre cette bactérie est devenue obligatoire pour faire face a cette résistance. Parmi ces
moyens de lutte on peut en citer la bithérapie. Dans ce cas de mesure, elle consiste & une
combinaison entre un antibiotique et un inhibiteur. Ces inhibiteurs peuvent étre des inhibiteurs

d’enzymes (béta-lactamases) comme ils peuvent étre un inhibiteur de la pompe d’efflux.

V.1.Les inhibiteurs des béta-lactamases

Ils sont actifs au cours de la phase de croissance bactériennes. Sur le plan biochimique les
inhibiteurs sont des béta-lactamines qui ont pour role de se fixer de maniére irréversible aux
béta-lactamases et inhiber les effets destructeurs des antibiotiques. En effet, ils sont utilisés
toujours en association avec un béta-lactamine plus précisément les pénicillines. Les
principales molécules inhibitrices des béta-lactamases sont 1’acide clavulanique, le sulbactam
et le tazobactam (tableau 2). Cependant notons que 1’acide clavulanique inhibe seulement les
pénicillinases alors que le tazobactam et le sulbactum peuvent inhiber les pénicillinases mais

surtout les céphalosporinases [22].

Tableau 2 : Différents inhibiteurs de béta-lactamines [36]

En effet, ces inhibiteurs n’ont montré leurs efficacités que pour un bout de temps car des
études ont montré que Pseudomonas aeruginosa produit des béta-lactamases résistant aux
inhibiteurs. Ces derniéres sont dérivées de certains BLSE par mutation ponctuelle.

A part la production des béta- lactamases, la bactérie présente d’autres types de résistances :
I’efflux actif et la pompe d’efflux. Ces formes de résistance bien qu’elles sont considérées
comme moindres, se présentent dans la quasi-totalité¢ des souches bactériennes. De ce fait, un
bon nombre de chercheurs orientent leurs recherches sur ce qui peut inhiber les effets de

I’efflux actif.




V.2.Les contournements des efflux actifs

L’inhibition d’efflux actif semble étre une alternative intéressante a utiliser en synergie avec
les traitements actuels. En effet, si chaque classe d’antibiotique génére des mécanismes de
résistance qui lui sont propres I’activation des systémes d’efflux semble étre un déterminant
commun. En outre leur spécificité ne se restreint généralement pas a une seule famille
d’antibiotiques. Dans ce contexte il semble donc tout a fait pertinent de s’attacher a trouver
soit un inhibiteur spécifique ou un inhibiteur commun de cet efflux actif qui serait utilisé en
combinaison avec les antibiotiques actuels afin de potentialiser leur efficacité. Cette inhibition

pourrait toutefois agir a différents niveaux (Figurel7).

Figure 17 : Différentes stratégies envisageables pour inhiber 1’efflux actif [20]

(1)  inhiber le substrat par un mécanisme de liaison compétitive,

(2) interférer avec les mécanismes régulant I’expression des pompes d’efflux,
3) perturber le systéme énergétique nécessaire a I’activité de la pompe,
@) bloquer la protéine canal de la membrane externe,

(5)  empécher ’assemblage de ces systémes tripartites,

(6)  modifier la structure des antibiotiques actuels afin qu’ils ne soient plus reconnus par les systémes
d’efflux.

V.3.Les inhibiteurs de P’efflux actif

V.3.1.Agents perméabilisant la membrane

Parmi ces agents, la colistine présente des propriétés intéressantes. En effet nous 1’avons vu
précédemment grace a leur liaison au lipopolysaccharide elles perméabilisent la membrane
externe pour faciliter le passage d’antibiotiques hydrophobes ou d’autres composés
bactéricides. Ainsi son association avec d’autres antibiotiques pourrait étre satisfaisante.
V.3.2.Agents ciblant I’énergie de la pompe

Des composés tels que le carbonyle cyanide méta-chlorophenylhydrazone (CCCP)
(figure 18A) sont classiquement utilisés dans les laboratoires pour abolir I’efflux de

nombreuses molécules. Ils réduisent la viabilité cellulaire en dissipant la force proto-motrice




membranaire. Cependant la question de savoir si leur effet passe par une meilleure pénétration
de I’antibiotique ou par une altération de 1’enveloppe cellulaire reste ouverte. Par conséquent,
ce sont des composés nocifs et cytotoxiques également substrats des pompes d’efflux
bactériennes.

V.4.Les inhibiteurs de la pompe d’efflux
V.4.1.Les Peptidomimétiques

Le premier compos¢ de cette famille a avoir été isolé est la phénylalanine arginyl B-
naphthylamide (PABN) (figure 18B). Son activité vis a vis d’autres antibiotiques tels que le
chloramphénicol et les macrolides a également été rapportée [37] lui conférant le statut
d’inhibiteur a large spectre des pompes d’efflux. L’étude de son mécanisme d’inhibition a
permis de montrer que le PABN était en fait un substrat des pompes d’efflux qui agirait
comme inhibiteur compétitif en se liant sur la méme poche d’affinité que les antibiotiques.
Une nouvelle série de dérivés de 2-naphthamide substitués en position 4 ont été congus,
synthétisés et évalués pour leur activité biologique. En particulier, l'aptitude des composés a
potentialiser I'action des antibiotiques, a inhiber 1'efflux de Nile Red et a cibler spécifiquement
AcrB a été étudice. Les résultats ont indiqué que la plupart de ces composés étaient capables
de créer une synergie avec les antibiotiques testés et d'inhiber I'efflux de Nile Red par AcrB
dans le phénotype résistant [38]. Néanmoins le probléme majeur de cette famille d’inhibiteur
de pompe d’efflux (IPE) reste encore leurs propriétés toxiques.

V.4.2. Dérivés des quinolines

Cette nouvelle classe de composés comprenant des aminoquinolines, alkoxyquinolines, thio-
alkoxyquinolones et chloroquinolines (figure 18C) a vu le jour grace a des criblages réalisés
sur des souches des Enterobacter aerogenes visant a restaurer leur sensibilité vis a vis des
différentes classes d’antibiotiques (quinolones, phénicols, cyclines). Par des mesures de
concentration intracellulaire d’antibiotiques, il a ét¢ montré que ces compos€s avaient une
activité directe sur le mécanisme d’efflux [39]. Les molécules de quinazoline présentant un
groupe fonctionnel nitro sont plus actives et des études de relation structure-activité peuvent
étre entreprises pour identifier le pharmacophore impliqué dans les sites d'affinit¢é AcrB et
MexB [40]. L’encombrement stérique généré par ces IPE au niveau du site de fixation serait
vraisemblablement a I’origine de leur activité inhibitrice.

V.4.3.Dérivés des pyridopyrimidines et des arylpipérazines

Ces dérivés naphtylmethyl-piperazine (figure 18D) ont été testés pour leur activité inhibitrice
sur la pompe MexAB-OprM chez P.aeruginosa [41]. Ils ne possédent pas d’activité

antibactérienne intrinséque mais agissent par un mécanisme indéterminé en tant que
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potentialisateurs de 1’activité des antibiotiques. Toutefois, ils présentent une faible stabilité et

une haute affinité pour les protéines sériques.

Figure 18 : Quelques exemples d’inhibiteurs de 1’efflux actif [42]

V.5.Utilisation des peptides antimicrobiens

Les peptides antimicrobiens (PAM) sont synthétisés par tous les organismes vivants, de la
bactérie a ’homme en passant par les végétaux. Ils représentent 1’'une des familles d’anti-
infectieux les plus prometteuses qui ont été découverts au cours de ces dernieres décennies.
Le mode d’action des PAM fait toujours appel a des interactions ¢électrostatiques et
hydrophobes et dépend du peptide lui-méme et de sa concentration. La plupart des PAM ont
un effet bactéricide par insertion dans la membrane, entrainant ainsi une perméabilisation puis
une lyse cellulaire [43]. Certains sont capables de traverser la membrane et cibler des
molécules anioniques telles que les acides nucléiques ou des enzymes interférant ainsi avec
les processus biologiques de la cellule. Les PAM utilisés actuellement sont obtenus par des
procédés de culture. Une méthode chimique efficace d’obtention serait révolutionnaire et

serait donc une bonne perspective de recherche.

-



Conclusion :

Pseudomonas aeruginosa est un germe ubiquitaire capable de causer de multiples infections.
I1 est souvent a I’origine d’infections nosocomiales. Son intérét médical réside principalement
dans le fait que les infections opportunistes causées sont souvent graves et difficiles a guérir
en raison d’une forte résistance de la bactérie due a I'utilisation abusive des antibiotiques.
Cette résistance touche mémes les principales familles anti-Pseudomonas comme les béta-
lactamines, les quinolones (fluoroquinolones) et les polymixines (la colistine) comme

présenté dans la premicre partie de ce travail.

La revue des modes d’action des différentes molécules face a la bactérie a montré que si
chaque classe d’antibiotique génére des mécanismes d’action qui lui sont propres, I’activation
des systemes d’efflux semble étre un dénominateur commun. Ainsi la bithérapie a utilisé ce
point commun afin d’associer d’abord des molécules inhibitrices de I’efflux et des
antibiotiques. Cependant I’efflux étant assuré par les pompes, qui rejettent les antibiotiques,
les chercheurs se sont intéressés a la pompe elle-méme ce qui aura pour conséquence le
développement de 1’association inhibitrice de pompes a efflux et d’antibiotiques par la suite.
Signalons toutefois que ces inhibiteurs ne sont pas des antimicrobiens intrinseques d’ou leur
utilisation en association. L’inhibition des pompes d’efflux peut se fait par le blocage
spécifique de la porine de la membrane externe ou par I’assemblage du systéme tripartite

RND-OMF-MFP.

Des méthodes de détection des pompes d’efflux doivent étre développées et leur utilisation
systématique doit étre envisagée dans les laboratoires hospitaliers. Seules de telles procédures
pourront permettre d’évaluer I’impact de ces pompes d’efflux dans le domaine complexe des
résistances bactériennes et inciter le développement de nouvelles molécules destinées a

réduire voire supprimer ces phénomenes de résistance.

Des modes d’actions découlent également une autre approche, 1’utilisation des peptides
antimicrobien ; mais a ce jour, a notre connaissance, ils sont obtenus par des procédés de
culture ; ce qui rend leur colt excessif. Il serait donc judicieux de mieux comprendre le

phénomene afin d’envisager une méthode de synthése.
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Résumé

Pseudomonas aeruginosa est 'un des pathogeénes nosocomials majeurs. Ce bacille a Gram
négatif encor appelle bacille pyocyanique cause de nombreuses pertes en vie humaine. Les
principales familles d’antibiotiques anti-Pseudomonas aeruginosa sont les béta-lactamines
(les pénicillines les céphalosporines, carbapénéme et monobactame), les quinolones (les
fluoroquinolones) et les polymyxines (les colistines). La face négative de ce progrés sanitaire
est ’apparition croissante de bactéries résistantes et multirésistantes du fait d’une utilisation

massive et répétée de ces molécules.

Actuellement, la résistance bactérienne aux antibiotiques est un phénomene observé vis-a vis
de toutes les molécules dont nous disposons. Chez Pseudomonas aeruginosa I’augmentation
des souches multirésistantes est particuliérement inquiétante. Pseudomonas aeruginosa
cumulent constamment plusieurs mécanismes de résistance aux antibiotiques : efflux actif
(systtme de transport actif assuré par les protéines membranaires appelé pompe),
imperméabilit¢é de la membrane, modification du site de fixation de I’antibiotique ou

I’inactivation enzymatique (production des béta-lactamases).

L’avénement de la bithérapie au début du siécle contribuera au développement de
I’association antibiotique - inhibiteur d’efflux. Ensuite les inhibiteurs de pompes a efflux
verront le jour. A ’heure actuelle, des combinaisons antibiotique-inhibiteur de pompes sont

en développement. Des méthodes de synthése de peptides simples sont a envisager.

Mots clé : antibiotique, inhibiteur d’efflux, infection nosocomiale, Pseudomonas aeruginosa



Abstract

Pseudomonas aeruginosa is one of the major nosocomial pathogens. This gram-negative
bacillus is called pyocyanic bacillus and causes many losses in human life. The main families
of anti-Pseudomonas aeruginosa antibiotics are beta-lactams (penicillins, cephalosporins,
carbapenem and monobactam), quinolones (fluoroquinolones) and polymyxins (colistins).
The negative side of this health progress is the increasing appearance of resistant and multi-

resistant bacteria caused by a massive and repeated use of these molecules.

Currently, bacterial resistance to antibiotics i1s a phenomenon observed regarding all the
molecules we have. In Pseudomonas aeruginosa the increase of multiresistant strains is
particularly worrying. Pseudomonas aeruginosa constantly accumulate several mechanisms of
resistance to antibiotics: active efflux (active transport system provided by membrane proteins
called pump), impermeability of the membrane, modification of the binding site of the

antibiotic or enzymatic inactivation (production of beta lactamases).

The advent of dual therapy at the beginning of the century will contribute to the development
of the antibiotic association - efflux inhibitor. Then the inhibitors of efflux pumps will
emerge. At present, antibiotic-inhibitor combinations of pumps are in development. Simple

peptide synthesis methods are envisaged.

Key words: antibiotic, efflux inhibitor, nosocomial infection, Pseudomonas aeruginosa



