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Structure d’une bactérie




Mode d’action des antibiotiques




Mécanismes de résistance




Mécanismes de résistance

Inactivation ou modification de
I’antibiotique (B lactamines et aminosides)
Altération de la cible (macrolides)
Accumulation diminuée

— Diminution de la perméabilité

— Efflux augmente

Souvent mécanismes complexes , mixtes

Mécanismes d’efflux actif et
résistance par efflux actif




Systeme d’efflux

« Définition : ce sont des mécanismes de transport
membranaire universellement répandus chez des organismes
vivants; ils ont un réle clé dans la physiologie bactérienne

» ROle : préserver I’équilibre physico-chimique du milieu
intracellulaire en s’opposant a I’accumulation de substances
naturelles ou synthétiques toxiques :transport de substances
nutritives et export de substances toxiques.

 Différenciation des pompes a efflux par :

Spécificité ou non des molécules exportées

Structure : une a trois protéines

Type d’énergie nécessaire : ATP ou force proton-motrice
Mode expression : inductible ou constitutif

Répartition dans le monde vivant

» Chez les eucaryotes ou les procaryotes

 Cellules eucaryotes, Candida albicans et
Aspergillus ont des ABC transporteurs :
— larésistance a la chloroquine dans le cadre du paludisme

— La résistance aux médicaments anticancéreux chez
I”’homme sont dus a des ABC transporteurs

» Chez les bacteries Pompes RND et SMR
— Pompe RND que chez les Gram négatif
— MFS et ABC les plus répandus chez les Gram positif




Structure des systemes d’efflux actif

* Protéine localisée dans I’épaisseur de la membrane
cytoplasmique assurant la reconnaissance, le fixation et le
transport de substrats proches par leur structure

» La pompe comporte 4, 12 ou 14 segments peptidiques
hydrophobes transmembranaires reliés entre eux par des
boucles hydrophiles extramembranaires. La comparaison
des séquences en acides aminés a permis de les en cing
grandes familles.

 Elles sont des substrats spécifiques ou sont a spectre large
(multidrug : MD)

» Les pompes MD sont conservees et sont codées par le
chromosome; les pompes spécifiques sont codées par des
plasmides (Tn ou intégron)

Role des systéemes d’efflux actif dans la
résistance aux antibiotiques ou aux biocides

» Pompe localisée dans la membrane cytoplasmique va
empécher I’antibiotique ou le biocide d’atteindre sa cible en
effectuant son efflux actif hors de la bactérie

 Les antibiotiques qui ne pourront atteindre la cible
intracytoplasmique seront plus touchés que ceux agissant
sur des cibles a la surface de la bactérie (B lactamines,
glyco et lipopeptides sont moins touchés)




Les cing grandes familles des systemes
d’efflux actif

» ABC : ATP binding cassette transporter:
— 12 domaines transmembranaires et un domaine de
fixation de ATP
* RND : resistance / nodulation /cell division : Gram
négatif; trois composants :
— protéine de transport dans la membrane cytoplasmique

— Protéine dans le périplasme formant un canal reliant les
deux membranes

— Protéine dans la membrane externe type porine
expulsant le substrat




Les cing grandes familles des systemes
d’efflux actif

* MFS ou MF: major facilitator superfamily
— avec 12 ou 14 domaines transmembranaires
e SMR : small multidrugresistance
— avec 4 domaines transmembranaires
 MATE : multidrug and toxic exclusion




Schéma genéral

Les systemes d’efflux actif selon la structure
bactérienne Gram positif ou négatif

« Gram négatif : deux membranes
cytoplasmique et externe:

— soit un seul élément au niveau de la membrane
cytoplasmique: accumulation dans I’espace
périplasmique

— soit systemes complexes a 3 éléments

permettant de rejeter directement les produits
dans le milieu extérieur
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Schéma chez les Gram positif
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Schéma chez les Gram négatif
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Résistance par efflux chez les
bactéries a Gram negatif
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Les systemes d’efflux actif chez les Gram
négatif

Souvent de types RND

Codes par genes chromosomiques ++ avec
systemes régulateurs complexes permettant
I’adaptation de la bactérie

Peuvent aussi étre codés par

— plasmide ou transposon: Tet

— Intégron : MFS polyrésistance chez STM DT
104

Résistance naturelle chez les Gram négatif

Ensemble de mécanismes de résistance
— Modification ou hydrolyse de I’antibiotique
— Faible affinité de I’antibiotique sur sa cible
— Imperméabilité ou efflux actif

La résistance naturelle par efflux est importante
chez les Gram négatif

La preuve de la résistance par efflux est apporté

— par des expériences d’inactivation de génes rendant les
bactéries plus sensibles avec des CMI 2 a 16 fois
inférieures aux souches sauvages

— Par I’utilisation d’inhibiteurs de I’énergie membranaire :

réserpine, CCCP
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Résistance acquise chez les Gram négatif

» Acquisition de génes étrangers : tet, cmlA, flo, gac
— Modification ou hydrolyse de I’antibiotique
— Faible affinité de I’antibiotique sur sa cible
— Imperméabilité ou efflux actif

 Surproduction d’un systeme existant, par mutation
— CMI augmentées modérément : de 4 a 8 fois

— Exemples E. coli et Gonocoque AcrAB-TolC et
MtrCDE : résistance bas niveau Tét, Macro et CMP et
sensibilité conservée de FQ et BL

— Exemple Pyo : suexpression de MexAB-OprM :
résistance a Tic et Azt et certaines FQ
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Cas particulier du P. aeruginosa

Caractéristiques

» Résistance naturelle ou acquise a de nombreux antibiotiques
en raison de I’imperméabilité de sa membrane externe et de
I’action de pompes a efflux a large spectre.

» 5 systémes caractérises : MexAB-OprM, MexCD-OprJ,
MexEF-OprN, MexJK-OprM, MexXY-OprM

» En cas de surexpression, expulsion de composés toxiques et
des auto-inducteurs impliqués dans la régulation de virulence
par quorum sensing pouvant expliquer la perte de virulence
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Résistance par efflux chez les
bacteries a Gram positif

Exemples de résistance naturelle dues aux
pompes a efflux chez les Gram positif

La plus ancienne connue avec la tétracycline en 1980
Surtout de type MFS ou ABC

CMI restent basses et souvent les ATB sont actifs sauf si
inactivation de la pompe

S. aureus : analyse du génome montre I’existence de 12
pompes MFS, type Nor A entrainant un efflux
physiologiques de FQ hydrophiles ( CIP, NOR) mais ne le
rendant pas moins sensible. Les FQ hydrophobes (OFL,
LEV, SPA, MOX) ne sont pas rejetées

Enterococcus sp : 34 pompes potentielles
S. pneumoniae : pompe PmrA touchant Cip et NOR
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Exemples de résistance acquises dues aux
pompes a efflux chez les Gram positif

» Hyperproduction des pompes d’efflux

— S. pneumoniae avec hyperexpression de prmA entrainant une
augmentation de CMI des quinolones hydrophiles; la réserpine
diminuant le niveau de CMI vis-a-vis de la norfloxacine

— S. aureus : accroissement de la synthéese de la pompe NorA; les FQ
hydrophiles (CIP et NOR) sont plus touchées que les hydrophobes
( OFL, MOX, GAT)

» Acquisition de géne d’efflux
— Staphylocoques :

e tétracyclines: genes Tet K et Tet L, protéine MFS, (différent géne Tet
M (protection ribosomique); touche que la tétracycline et pas la
minocycline.

e MLSB : résistance plasmidique msrA touche C14 et C15 et SB. Les
C16 spi et Jos sont actifs et Kétolides
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Les réesistances par efflux actif
décrits par famille d’antibiotiques

In JAC 2005, 56,20-51 (K. Poole)
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Résistance par efflux actif
touchant les biocides

o Tres fréequent :
— Ammoniums guaternaires (QAC)
— Chlorhexidine
— Triclosan
— Argent

Moyens de lutter contre la
résistance par efflux actif
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Moyens de lutte

» By-passing (contournement)
o Inhibiteurs de la pompe

By-passing

* Nouvelles fluoroguinolones

» Kétolides (méme si nouveau systeme
spécifigue)

» Glycylcycline : les Gram positif ne sont pas

touchés par les sytéemes d’efflux des
tétracyclines contrairement aux Gram

négatif
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Inhibiteurs des systemes d’efflux

Cibles potentielles

Molécule agissant sur le composante
énergétique
Molécule agissant sur la pompe elle-méme

Molécule modifiant les caractéristiques
fonctionnelles du canal

Molécule modifiant I’assemblage
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Les inhibiteurs d’efflux
chimiques

Carbonyl cyanure m-chlorophényl hydrazone
(CCCP)agit sur I’énergie membranaire; surtout in
vitro (Gram négatif et positif)

Phénylalanine arginine B-naphtylamide (PABN)
par peptidomimétisme in vitro (Gram négatif)
Dérivés quinoléine : inhibition de I’efflux par
compétition (Gram négatif)

Reéserpine : inhibiteurs chez des eucaryotes et chez
les Gram positif
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Les inhibiteurs d’efflux d’origine
naturelle : extraits de plantes

Biricodar et timcodar
Geranium coespitosum
Falvone

Berberis

Mahonia

Dalea versicolor
Lycopus europaeus
Rosmarinus officinalis
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Conclusion

e Mécanismes de résistance ancien qui depuis la
tétracycline prend de plus en plus d’importance,
touchant spécifiquement une molécule, ou une
famille ou des antibiotiques différents

* Néanmoins souvent niveau de résistance bas

» Approche de nouvelles thérapeutiques originales a
partir de plantes
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