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Le microbiote digestif comme source d’antibiotiques

l. Introduction

La résistance aux antibiotiques est considérée par le Centre de Contréle et de Prévention
des Maladies aux Etats-Unis (CDC), I’ Organisation Mondiale de la Santé (OMS) et ’'ECDC
comme un probléme mondial majeur de santé publique (1). Bien que son impact ne soit pas
connu précisément, I’lECDC estime que la mortalité attribuée aux infections nosocomiales
causées par des bactéries multirésistantes oscille entre un tiers et la moitié des cas (2). Les deux
axes principaux de lutte contre la résistance bactérienne sont I’utilisation raisonnée des
antibiotiques en termes d’indications et de posologies ; et les mesures de prévention tels que
I’isolement des patients, et les mesures d’hygiene hospitaliere afin de limiter leur dispersion.
Par ailleurs, la découverte du dernier antibiotique a large spectre, la daptomycine, date d’il y a
plus de 30 ans (3). Dans ce contexte, la découverte de nouvelles molécules antibiotiques

apparait étre un enjeu cle.

Le microbiote digestif représente I’ensemble des micro-organismes vivant dans le
tractus digestif humain. La caractérisation du répertoire bactérien du microbiote digestif a
connu ces derniéres années une révolution, grace a plusieurs avancées technologiques comme
notamment la spectrométrie de masse ; qui a transformé I’approche par culture des échantillons
poly-microbiens. Cette revue de la littérature propose d’abord une analyse factuelle des données
épidémiologiques disponibles concernant la résistance aux antibiotiques, un bref historique de
la découverte des antibiotiques, puis un apercu du panel de techniques utilisées pour mettre en
évidence une activité antimicrobienne. Enfin, nous montrerons que le répertoire bactérien du

tube digestif est une source potentiellement intéressante de nouveaux antibiotiques.

Il. La résistance aux antibiotiques
1. Définition

Un antibiotique est une « substance d’origine naturelle ou synthétique, utilisée contre
les infections causées par des bactéries » (Larousse 2017). La résistance a un antibiotique est
définie par I’OMS comme étant « la possibilité pour un micro-organisme (bactérie, virus,
parasite) de stopper I’activité d’une molécule antimicrobienne (antibiotique, antiviral,

antiparasitaire) contre lui-méme », et de ce fait « le traitement par cette molécule devient



inefficace, I’infection persiste et il y donc un risque de transmission ». En pratique, la résistance
d’une bactérie a un antibiotique devient problématique lorsque que I’antibiotique incriminé est
le traitement de référence en réanimation. Les mécanismes de résistance impliqués sont divers
et peuvent s’additionner ; les plus fréquents, que sont I’imperméabilisation membranaire
(membrane des bactéries Gram négatives par exemple), la modification de I’antibiotique
(pénicillinases, carbapénémases) ou de sa cible (mutation mcr-1 pour la résistance a la colistine
par exemple), et les pompes a efflux (par exemple chez Pseudomonas aeruginosa), sont illustrés

dans la figure 1.

Figure 1. Principaux mécanismes connus de résistance et de tolérance aux antibiotiques.
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2. Résistances aux antibiotiques : prédictions

Malgré la crainte récente concernant la résistance aux antibiotiques, la fin de I’ére
antibiotique avait deéja été annoncées deés les 1970, quand les résistances de Serratia marcescens
ont émergées (4). Aux Etats Unis, le CDC estime qu’il y a chaque année prées de 23 000 morts
liés a la résistance aux antibiotiques (5). Sur la base de modéles mathématiques, certains auteurs
publient des prédictions de mortalité liée a la résistance aux antibiotiques a plus ou moins long
terme. Ainsi, en 2015 I’European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases
(ESCMID) prédisait un million de mort en 2025 en Europe a cause de la résistance aux
antibiotiques (6). Un autre rapport, commandé par le premier ministre du Royaume-Uni en 2014
prédisait prés de 10 millions de morts a cause de la résistance aux antibiotiques en 2050 (7).
L’effervescence générée par ces prédictions atteint également la sphere politique. En mars
2017, I’ Organisation des Nations Unies (ONU) annoncait la création d’un groupe mondial afin
de coordonner les recherches sur la résistance aux antibiotiques (8). De plus, la recherche de
nouvelles molécules antibiotiques figure désormais dans les objectifs du millénaire établis par
I’OMS. Tous ces éléments font de la résistance aux antibiotiques un enjeu majeur de santé
publique.

3. Crainte des bactéries multirésistantes (BMR)

La crainte des bactéries multirésistantes est en fait principalement focalisée sur neuf
especes : six sont regroupées sous I’acronyme anglais « ESKAPE » (Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanii, Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacter spp.), auxquelles s’ajoutent Escherichia coli, Neisseria gonorrhoeae

et Mycobacterium tuberculosis.



Tableau 1. Classement des urgences en termes de santé publique liées a la résistance aux

antibiotiques, selon le CDC. Le degreé « urgent » nécessite une action « rapide et agressive », le

degré « sérieux » correspond a des problemes de résistance qui ont le potentiel de se généraliser

et devenir « urgents », enfin le degré « inquiétant » concerne des résistances rares actuellement

mais qui nécessitent d’étre surveillées.

Degrés d’urgence selon

Mortalité selon le
Bactéries et résistance

le CDC CDC

Urgent Clostridium difficile 14 000

Urgent Enterobacteriaceae résistantes aux carbapénémes 600

Urgent Neisseria gonorrhoeae

Sérieux Acinetobacter baumanii multirésistant 500

Sérieux Campylobacter spp. 120

Sérieux Candida spp. résistant au fluconazole 220
Enterobacteriaceae productrices de Béta-lactamase a

Sérieux 1700
Spectre étendue (BLSE)

Sérieux Entérocoques résistants a la vancomycine 1300

Sérieux Pseudomonas aeruginosa multirésistant 440

Sérieux Salmonella typhi et non typhi multirésistantes

Sérieux Shigella multirésistance 40

Sérieux Staphylococcus résistant a la méticilline 11 285
Streptococcus pneumoniae de sensibilité diminuée a la

Sérieux 7000

pénicilline



Tableau 1. Suite

Degrés d’urgence selon Mortalité selon le
Bactéries et résistance
leCDC CDC
Inquiétant Staphylococcus aureus résistant a la vancomycine
Inquiétant Streptococcus pyogenes résistant a I’érythromycine 160
Inquiétant Streptococcus agalactiae résistant a la clindamycine 440

Le CDC a listé les 18 especes bactériennes posant le plus de probléme en termes de
résistance (Tableau 1). Parmi celles-ci, les Enterobacteriaceae productrices de carbapénémases
figurent en téte avec les infections a Clostridium difficile (9). Cette derniére est une bactérie
naturellement multirésistante qui se retrouve sélectionnée chez les patients porteurs au niveau
digestif en cas de prise d’antibiotiques. La prise d’antibiotiques a large spectre d’action
engendre un déséquilibre de la flore digestive avec la multiplication des bactéries réesistantes.
La colite a C. difficile touche majoritairement des patients agés présentant des comorbidités
(10). Cette bactérie a en effet été responsables d’épidémies, avec le ribotype 27 d’abord, puis
récemment avec le ribotype 78, dont la mortalité a atteint 31.2% (11).

Les mécanismes de résistance étroitement surveillés chez les Enterobacteriaceae sont
les carbapénémases de type Klebsiella pneumoniae carbapénémase (KPC), la New Delhi
Metallo-béta-lactamase-1 (NDM-1), I’oxacillinase 48 (OXA-48), la résistante a la colistine
codée par le géne mcr-1, et les carbapénémases de type VIM (Verona integron-encoded
metallo-B-lactamase). En France, I’inquiétude concerne plut6t les infections liées aux soins a
bactéries Gram négatives résistantes aux céphalosporines de troisieme génération (C3G). Ainsi,
a I’assistance publique des hopitaux de Marseille (APHM), nous observons une augmentation
réguliére des cas de Klebsiella pneumoniae résistantes aux C3G (Figure 2) depuis plus de 6 ans
(12).



Figure 2. Suivi annuel de quatre phénotypes de résistance a I’AP-HM.
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La sphéere médicale n’est pas le seul pourvoyeur de bactéries résistantes. Le CDC estime
que plus de 400 000 personnes aux Etats-Unis sont victimes chaque années d’infections
bactériennes d’origine alimentaire (13), et il semblerait qu’une part importante des bactéries
concernées par la résistance aux antibiotiques soient issues de I’agriculture. En effet,
I’utilisation massive d’antibiotiques a large spectre sur les animaux destinés a la consommation
humaine est incriminée dans le développement des résistances aux antibiotiques des bactéries
pathogénes pour I’homme (Figure 3) (14). En 2016, I’ European Medicines Agency (EMA)
publiait un rapport préconisant la réduction de 65% de I’ utilisation de la colistine, I’un des cinq

antibiotiques les plus utilisé chez I’animal, en médecine vétérinaire en Europe (15).



Figure 3. Résistance aux antibiotiques dans I’élevage et contamination a I’homme selon le
CDC.
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4. Résistances aux antibiotiques : observations
A. Limites liées aux définitions

Le profil de sensibilité ou de résistance d’une espéece bactérienne a un antibiotique est
basé sur la détermination in vitro de la concentration minimale inhibant la croissance
bactérienne (CMI). Les antibiogrammes réalisés en routine consistent a ensemencer des geloses
et a déposer des disques d’antibiotiques. Apres incubation, la mesure du diametre d’inhibition
de croissance bactérienne permet d’estimer la CMI, grace aux tables d’interprétation fournie
par I’European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST). Ces tables
fournissent également une interprétation permettant de catégoriser la bactérie étudiée comme
sensible, intermédiaire ou résistante a I’antibiotique testé. La définition des valeurs seuils de
CMI pour chaque catégorie est donc un point clé. Les CMI ont un sens clinique puisqu’elles
sont en fait basées sur la mesure in vivo de la concentration sérique ou rachidienne de
I’antibiotique aprés son administration. Cependant il n’y a pas de consensus international a
propos des doses administrées pour déterminer ces valeurs seuils, ce qui explique les différences
observées entre les recommandations européennes et américaines. Ainsi, ces criteres de
définition de sensibilité ou de résistance, ne sont pas standardisés, pouvant entrainer des
définitions erronées de résistance. Par exemple, une étude sur 4 377 enfants de moins de 5 ans
hospitalisés entre 2011 et 2015 en Inde, publiée dans Lancet Infectious Diseases en 2017
rapportait que 8% de souches de Streptococcus pneumoniae présentaient une sensibilité
diminuée a la pénicilline et 1% des souches étaient resistantes in vitro a la pénicilline. Pourtant,
il est largement décrit que Streptococcus pneumoniae est toujours sensible aux p-lactamines,
étant donné qu’aucune B-lactamase provenant de cette bactérie n’a jamais éte isolée (16,17). En
outre, cette étude ne rapporte aucune surmortalité observée chez les patients infectés avec les

souches résistantes ou de sensibilité diminuée.

Les définitions de multi- (MDR), de extrémement- (eXtensively Drug Resistance, XDR)
et pan-résistance (Pan Drug Resistant, PDR) nécessitent d’étre éclaircies. On parle de MDR en
cas d’atteinte d’au moins trois classes d’antibiotiques, de XDR quand toutes les classes
antibiotiques sont touchées mais que subsistent des molécules actives, et de PDR quand aucun
antibiotique n’est actif. Les classes d’antibiotiques utilisées dans ces définitions dépendent des
bactéries (Annexe 1). Les définitions de MDR, XDR et PDR concernant S. aureus,
Enterococcus spp., Enterobacteriaceae, P. aeruginosa et Acinetobacter spp. sont détaillées

dans le tableau 2.



Tableau 2. Critéres de définitions des résistances MDR, XDR et PDR.

Bactérie MDR XDR PDR

Staphylococcus aureus Résistance a >1 antibiotique dans >3  Résistance a >1 antibiotique dans >3
catégories (Annexe 1) catégories mais >1 antibiotique reste

sensible dans >1 catégories (Annexe 1)

Enterococcus spp. Résistance a >1 antibiotique dans >3  Résistance a >1 antibiotique dans >3
catégories (Annexe 2) catégories mais >1 antibiotique reste
sensible dans >1 catégories (Annexe 2)

Résistance a

Enterobacteriaceae Résistance a >1 antibiotique dans >3  Résistance a >1 antibiotique dans >3  tous les

catégories (Annexe 3) catégories mais >1 antibiotique reste antibiotiques

sensible dans >1 catégories (Annexe 3)  de toutes les

catégories

Pseudomonas Résistance a >1 antibiotique dans >3  Résistance a >1 antibiotique dans >3
aeruginosa catégories (Annexe 4) catégories mais >1 antibiotique reste

sensible dans >1 catégories (Annexe 4)

Acinetobacter spp. Résistance a >1 antibiotique dans >3  Résistance a >1 antibiotique dans >3
catégories (Annexe 5) catégories mais >1 antibiotique reste

sensible dans >1 catégories (Annexe 5)

Reproduit de Magiorakos et al., CMI 2011

Bien que le terme de pan-résistance suggere fortement une résistance a tous les
antibiotiques existants, il est en realité défini comme étant une résistance a tous les antibiotiques
testés par antibiogramme, c’est-a-dire ceux disponible sur le marché, et non contre les
antibiotiques existant dans notre patrimoine de molécules (18). En outre, aucun consensus
n’existe pour les autres bactéries que celles cité précédemment. Par exemple, Mycobacterium
tuberculosis est considéré comme MDR en cas de résistance a deux principaux antituberculeux,
I’isoniazide et a la rifampicine, et devient XDR en cas de résistance supplémentaire aux
fluoroquinolones et a I’amikacine ou a la capreomycine ou a la kanamycine (19). De plus, ces
définitions sont exclusivement microbiologiques, et non clinique. Enfin, la multi-, extensive- et
pan- résistance est un phénoméne courant pour certaines bactéries, comme par exemple

Acinetobacter baumanii, les Mycobactéries et certaines Enterobacteriaceae (20).
B. Résistance et pathogénicité

Il est intéressant de constater que résistance et pathogénicité ne sont pas liées, et méme
sont parfois inversement proportionnelles. En effet, les bactéries les plus meurtriéres encore

aujourd’hui sont souvent peu résistantes aux antibiotiques (21). Par exemple, Streptococcus
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pneumoniae a tué en France en 2013, 8 390 personnes par pneumopathie et 69 par méningite
(tout &ge confondu) (22). Pour autant, les cas publiés d’impasse thérapeutique liées aux
résistances d’une espéce bactérienne sont tres rares (12). En analysant rétrospectivement sur 10
ans la sensibilité aux antibiotiques de 11 espéces bactériennes d’intérét en pathologie humaine
(Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium,
Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus agalactiae, Streptococcus pneumoniae) isolées
chez des patients hospitalisés a I’APHM. Abat C et al. ont trouvé seulement 37 bactéries XDR
sur 27 681 analysées. Parmi les patients porteurs de bactéries XDR, quatre sont décédés dans
le mois suivant I’isolement de la bactérie. Cependant, le lien entre la bactérie multirésistante et
le déces n’est pas éevident car tous les patients étaient en réanimation pour de lourdes
pathologies (Accident Vasculaire Cérébral hémorragique, choc septique, endocardite, et une
détresse respiratoire). Ainsi, I’étude de mortalité a un mois de ces patients n’a pas permis

d’établir un lien de causalité avec le phénotype résistant des bactéries. (23).
C. Etudes épidémiologiques

L’institut Hospitalo-Universitaire Méditerranée Infections (IHU), basé a Marseille, a
développé quatre systémes de surveillance épidémiologiques en temps réal : Epidemiological
surveillance and alert based on microbiological data (EPIMIC), BALYSES (Bacterial real-time
laboratory-based surveillance system), Marseille antibiotic resistance surveillance system
(MARSS) et Provence Alpes Cote d’Azur Surveillance (PACASurvE), permettant une analyse
en temps réel des données transmises par I’ensemble des acteurs de ce réseau concernant les

maladies infectieuses, et en particulier les cas de resistances aux antibiotiques (24-26).

Ce systeme a mis en évidence une diminution de I’incidence des cas d’infections a
Staphylococcus aureus résistants a la méticilline (SARM), passant ainsi de 27.4% en 2010 a
12.8% en 2015. Ce phénomene est également observé par ’TESCMID a I’échelle européenne,
mais reste sans explications a ce jour (27). En revanche, le nombre de souches de Klebsiella
pneumoniae résistantes aux carbapénémes et de Pseudomas aeruginosa résistants a
I’imipeneme, isolées chez des patients hospitalisés est reste stable depuis 2011. Par contre, les
souches de Klebsiella pneumoniae résistantes aux C3G ont vu leur incidence augmenter,
comme généralement en France les Enterobacteriaceae productrices de BLSE (28). Cependant,
aucune surmortalité liée a une impasse thérapeutique impliquant une bactérie multirésistante

n’a été observee dans notre laboratoire. Au final il n’y a donc pas d’augmentation globale de la
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résistance aux antibiotiques mais plut6t une évolution de I’écosystéme : certaines résistances

augmentent alors que d’autres diminuent, sans qu’on en comprenne réellement les raisons.

En 2014, I’OMS a publié une méta-analyse d’une revue de 221 publications sur la
résistance aux antibiotiques (29). Or, comme I’ont démontré Dubourg et al. les auteurs ont
repris des conclusions basées uniquement sur des modeles mathématiques de prédiction, car
aucune de ces études ne s’intéressaient réellement aux vraies impasses thérapeutiques liées a
des bactéries multi-résistantes (12). Finalement, les prédictions alarmantes annoncées par
I’OMS ne semblent pas confirmées par les observations. La mortalité globale par maladies
infectieuses ne cesse diminuer, comme I’a rapporté le « Global Burden » publié par The Lancet
en 2016, passant de 10.7 millions de morts en 2005 a 8.6 million en 2015 (30).

5. Les « vieux » antibiotiques

Certains antibiotiques ne sont plus commercialisés actuellement, souvent car leurs effets
indésirables les rendent moins inférieur a des molécules plus récentes mieux tolérées, et faute
de rendement économique. Brouqui et al. ont rapporté en 2013 un cas de tuberculose
pulmonaire de souche Beijing résistante a tous les antibiotiques utilisés en premiére et deuxiéme
intention. Une sensibilité in vitro a toutefois été observée pour la minocycline, la clofazimine
et le sulfamethoxazole, des molécules utilisées dans le traitement de la lepre. La patiente a ainsi
été traitée avec succes par minocycline, sulfadiazine et clofazimine (31,32). Dans cet exemple,
le recours a de «vieux » antibiotiques, heureusement encore commercialisés, comme les
antilépreux, a permis de traiter avec succes un patient atteint d’une souche de tuberculose
classée XDR sur la base de son profil de résistance aux antituberculeux classique. De plus, il a
été montré que la clofazimine, en plus de son activité contre les souches XDR de M.
tuberculosis, permettait une réduction de la durée de traitement (33). A I’occasion d’une
épidémie a Marseille d’Enterobacteriaceae présentant le gene OXA-48 de résistance aux
carbapénémes, Dubourg et al. ont testé la sensibilité de 52 bactéries Gram négatives
multirésistantes (Multi-Drug Resistance, MDR) aux antibiotiques contre plusieurs « vieux »
antibiotiques. La colistine, la tigécycline et la minocycline étaient les antibiotiques les plus
efficaces, avec respectivement 78.8%, 63.5% et 61.5% de sensibilité in vitro. De plus, 75% des

souches testées OXA-48 étaient sensibles a la fosfomycine (34).

Un rapport de surveillance récent sur la disponibilité des antibiotiques conduite par le
groupe d’étude sur les antibiotiques de I’ESCMID a montré que la disponibilité de 36
antibiotiques dans 39 pays (USA, Canada, Europe et Australie) avait diminué en 2017 par
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rapport & la précédente étude conduite en 2011. En effet, dans 17 pays le nombre d’antibiotiques
commercialisés a diminué avec en outre de fortes disparités entre les pays (seulement 7
antibiotiques disponibles en Estonie par exemple). Les molécules les plus disponibles sont les
pénicillines G et V, la nitrofurantoine et I’ertapéneme (Figure 4). A I’inverse les moins
disponibles sont la quinupristin-dalfopristin, la pristinamycine, et le nafcilline. La France
possede le panel le plus complet, avec 24 antibiotiques sur 36 disponibles (Figure 5). Les
formulations galéniques intra-veineuses de fosfomycine et de chloramphénicol étaient
disponibles dans moins de la moitié des pays. Le facteur économique était la principale cause

du non renouvellement de ces antibiotiques (35).

Figure 4. Disponibilité de 36 antibiotiques dans 39 pays (Europe, Canada, USA, Australie).
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Figure 5. Nombre d’antibiotiques disponibles dans 39 pays (Europe, Canada, USA et

Australie).
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En conclusion, les définitions de résistance aux antibiotiques dépendent du panel de
molécules testées, et donc disponibles sur le marché. Face aux bactéries multirésistantes,
d’anciennes molécules, de moins en moins disponibles, sont pourtant toujours efficaces. La
réinsertion de ces «vieux antibiotiques» en clinique, ainsi que I’utilisation pertinente
d’antibiotiques classiquement administrés pour d’autres indications sont des réponses possibles

face a I’émergence de la résistance aux antibiotiques.
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I11. L’origine des antibiotiques
1. Les antibiotiques avant I’ere Humaine

La majorité des antibiotiques utilisés aujourd’hui en clinique sont des composés
naturellement produit par des micro-organismes, en particulier les bactéries de la famille des
Actinomycetes (36). En effet, la moitié des molécules utilisées actuellement sont issues de
bactéries du genre Streptomycetes. Dans les écosystémes complexes présentant un grand
nombre de microbes et des ressources limitées, les bactéries sont en compétition les unes contre
les autres pour I’utilisation des ressources disponibles, a I’image de la théorie de la Reine
Rouge, hypothése qui propose I’existence d’une « course & I’armement » entre especes co-
évoluant (37). Cette forte compétition les conduit a developper en parallele des composés
toxiques pour les bactéries concurrentes, et des moyens de résister a ces composés, afin d’éviter
une auto-toxicité. Ainsi, la présence de génes de résistance a une molécule antibiotique est le

reflet de la présence de génes de production de la molécule antibiotique en question.

Grace aux progres de la biologie moléculaire, il a été montré que la résistance aux
antibiotiques n’est probablement pas liée a I’activité humaine et qu’elle existait bien avant
I’émergence des premiers Homo sapiens. En effet, de nombreuses études rapportent la présence
de genes de résistance a des familles d’antibiotiques utilisées actuellement, dans des
échantillons archéologiques antérieurs a I’apparition de I’homme. Par exemple, Marshall et al.
ont trouvé en 1998 chez deux especes bactériennes isolées dans le sol, Streptomyces toyocaensis
et Amycolatopsis orientalis, la présence de géenes orthologues, c’est-a-dire ayant une origine
commune aux genes vanH, vanA et vanX, qui conférent une résistance aux glycopeptides chez
Enterococcus faecium (38). Par ailleurs, en testant la sensibilité a 26 antibiotiques de 93 souches
bactériennes cultivées a partir de prélévements de la grotte Lechuguilla (Nouveau Mexique)
dont I’age est estimé a pres de 4 millions d’années, Bhullar et al. ont ainsi trouvé que 70% des
especes Gram positive et 65% des especes Gram négatives étaient résistantes contre 3 a 4
classes d’antibiotiques. En outre, trois souches de Streptomyces étaient résistants a la
daptomycine (39). En 2011, D’Costa et al. ont trouvé des génes de résistance aux p-lactamines,
aux tétracycline et aux glycopeptides dans du permafrost daté de 30 000 ans (40). Plus
récemment, Lugli et al. ont trouvé des genes de résistance aux P-lactamines et aux
glycopeptides dans le tube digestif de la momie Otzi, datée de 5 300 ans (41). De plus, les génes
codant la synthese d’oxacillinase, qui conférent la résistance a un large panel d’antibiotiques,

ont éte daté a plusieurs millions d’années (42). Enfin d’autres auteurs ont trouvé dans
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I’environnement des géne orthologues d’opérons également retrouvés dans des échantillons de
patients malades (43). Au total, la large observation dans des échantillons anciens de gene de
résistance orthologues a ceux retrouves en pratique clinique aujourd’hui suggére qu’il y aurait
un réservoir environnemental de génes de résistances, le resistome, conséquence de la
production naturelle de molécules antibiotiques par les micro-organismes vivant dans

I’environnement.
2. Historique de la découverte des antibiotiques
A. L’age d’or

Les antibiotiques sont utilisés depuis bien longtemps avant I’avénement de la médecine
« moderne ». Dés I’Egypte Antique, on avait remarqué les effets dans le traitement des
blessures et brdlures du pain sur lequel des champignons filamenteux poussaient (44). Au
Moyen age, des guérisseurs en Chine et en Grece utilisaient des pates moisies pour traiter
diverses affections. Au 19°™ siecle, Louis Pasteur avait remarqué que certaines bactéries
pouvaient en inhiber d’autres. Ainsi il écrit avec son collégue Jules Francois Joubert le 16 juillet
1877 a I’ Académie des Sciences :

« Lorsque I'on seme en méme temps que la bactéridie charbonneuse « un organisme
aérobie », par exemple une des bactéries communes, la bactéridie charbonneuse ne se
développe pas ou trés peu et elle périt entierement aprés un temps plus ou moins long... Tous

ces faits autorisent peut-étre les plus grandes espérances au point de vue thérapeutique. »

En 1889, le médecin et mycologue Jean Paul Vuillemin, aprés avoir observé lui aussi
des phénomenes d’antagonismes bactériens, élabore le terme d’antibiose définissant toute
relation biologique dans laquelle « un étre vivant en détruit un autre pour assurer sa propre
existence ». Il est considéré a ce jour comme I’inventeur du concept d’antibiotique. En 1897 le
médecin Ernest Duchesne intitule ses travaux de thése « Contribution a I’étude de la
concurrence vitale chez les micro-organismes : antagonisme entre les moisissures et les
microbes ». Il avait remarqué I’inhibition exercée notamment par Paenicillium glaucum sur
diverses bactéries, dont Escherichia coli. En 1927, Papacostas et Gaté publient « Les
associations microbiennes » dans lequel ils référencent les associations bactériennes
inhibitrices connues alors (45). D’autres encore découvrent au début du XXe siécle I’activité
antibiotique de substances de synthése. Ainsi, en étudiant les effets des dérivés de I’arsenic,

Paul Ehrlich découvre en 1909 un composé organo-arsenié actif contre Treponema pallidum,
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agent de la syphilis, jusqu’alors un fléau traité difficilement par des sels de mercure et de
I’iodure de potassium. Cette molécule, nommée arsphénamine et commercialisée des 1911 sous
le nom de Salvarsan® puis amélioré par voie de synthése pour donner le Mapharsen® sera le

traitement de référence de la Syphilis durant la premiére moitié du XXe siécle.

Le Docteur Francais René Dubos, travaillant a I’Université Rockefeller de New York
découvre en 1930 I’action spécifique d’une enzyme bactérienne qui décompose spécifiquement
le PSP 11l de la capsule de Streptococcus pneumoniae. Grace a cette découverte, R. Dubos
montre qu’il est possible de guérir des souris de péritonites a pneumocoque (46). Dix ans plus
tard, il isole de Bacillus brevis un oligopeptide ayant une activité a large spectre sur les bactéries
a Gram positives : la gramicidine. Malheureusement, la gramicidine présenta par la suite une
toxicite trop importante, incompatible avec une administration intra-veineuse pour le traitement
des infections systémiques. Elle sera néanmoins utilisée sous forme de pommade pendant la

seconde guerre mondiale.

En 1908, le chimiste Paul Gelmo synthetise le sulphanilamide, mais son effet
antibiotique n’est découvert que 22 ans plus tard, par Gerhard Domagk dans ses recherches
systématiques d’un effet antimicrobien des molécules utilisées en teinturerie, et qui sera
récompensé d’un Prix Nobel en 1939 (47). Ce premier antibiotique a ainsi été vendu sous la
dénomination commerciale Protonsil® dés 1935 et faisait également parti du kit infirmier des

« G.l. » américains durant la seconde guerre mondiale (3)..

L’ accident le plus connu dans I’histoire des antibiotiques reste la découverte de la
pénicilline en 1928 par le docteur Alexander Fleming pour lequel il obtiendra un Prix Nobel en
1945. Alors qu’il revient de congés, il découvre que les géloses sur lesquelles poussaient des
colonies de Staphylococcus aureus sont contaminées par un champignon filamenteux. Il
observe alors qu’au contact du champignon, la croissance du Staphylococcus aureus est inhibée.
(48). Il arrivera ensuite a isoler la molécule active de Penicillium notatum, la pénicilline. Ce
n’est seulement en 1940 que Howard Florey et Ernst Chain (Prix Nobel 1945) parviendront a
produire en quantité industrielle cet antibiotique, notamment gréace a Penicillium chrysogenum,

qui produit pres de 200 fois plus de pénicilline que Penicillium notatum (49).

L’age d’or de I’isolation et de la caractérisation a grande échelle des molécules a activité
antibiotiqgue commence réellement avec les travaux de Selman Waksman en 1940, inspirés de
son ancien éléve René Dubos, et pour lesquels il obtiendra le prix Nobel de médecine en 1952,
Il est en effet le premier a rechercher une activité antimicrobienne de fagon systématique a partir
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d’un grand nombre de bactéries cultivées depuis des échantillons de terre, essentiellement
appartement au genre Streptomycetes. Il développe ainsi un ensemble de techniques et de
stratégies, connues sous le nom de « plateforme Waksman ». Grace a son invention il découvre
un grand nombre de molécules majeures, comme par exemple I’actinomycine (isolée de
Streptomyces spp.), la streptomycine (isolé de Streptomyces griseus), la néomycine (isolée de
Streptomyces fradiae), la fumigacine (isolée de Aspergillus fumigatus), la clavacine (isolée de
Aspergillus clavatus) ou encore la candicidine (50,51). L’actinomycine et la néomycine sont
encore utilisées aujourd’hui en pratique clinique, respectivement comme agent anticancéreux
et comme antibiotique topique en ophtalmologie. Bien que moins utilisée aujourd’hui, la
streptomycine fQt la premiére molécule active découverte contre Mycobacterium tuberculosis,
révolutionnant le traitement de la tuberculose pulmonaire (52). La streptomycine est en outre
I’un des rares antibiotiques actifs sur les souches actuelles de tuberculose multi-résistantes.
L’industrie pharmaceutique s’est largement inspirée des travaux de Waksman et de sa
plateforme, permettant ainsi la découverte de toutes les grandes classes de molécules
antibiotiques utilisés actuellement (Tableau 3).
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B. Age moderne

Apres 30 ans de découvertes prolifiques, de moins en moins de nouveaux antibiotiques
furent trouvés. Devant le déclin de la recherche d’activité antimicrobienne a partir de bactéries
et champignons via la plateforme Waksman, I’industrie s’est tournée vers de nouvelles
approches, comme la synthése de novo de molécules actives, basées sur la connaissance des
mécanismes d’action des molécules déja connues. Malgré de grands efforts avec cette approche,
seulement une famille de molécules large spectre a été trouvée : les quinolones dans les années
1960 (70).

Figure 6. Nombre de nouvelles molécules antibiotiques approuvées par la Food and Drug
Administration (FDA) par tranches de 5 ans en bleu, et nombre cumulé en gris.
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Adapté de Spellberg B et al., IDSA Public Policy, CID 2011 (71)
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L’industrie s’est ensuite également intéressée a la modification et & I’amélioration de
molécules connues. Par exemple, le linezolide et la daptomycine, découvertes respectivement
en 1955 et 1986, n’ont été commercialisées qu’en 2003 et 2001 (3). L’industrie pharmaceutique
s’est ensuite peu a peu désengagée de ce champs de recherche, pour différentes raisons (3). La
premiere est économique : un traitement antibiotique est prescrit la plupart du temps pour une
durée courte, ce qui est moins rentable que les traitements des maladies chroniques. De plus,
I’émergence de résistances réduit plus ou moins vite la durée de vie commerciale de ces
molécules. Ainsi, alors qu’il y avait plus de 30 laboratoires investissant dans la recherche
d’antibiotiques dans les années 1980, il n’en reste plus que cing en 2015 (72). En conclusion,
la plupart des molécules antibiotiques actuellement disponibles ont été isolées a partir de micro-

organismes durant I’age d’or, entre 1940 et 1970 (Figure 6).

IV. Nature des molécules a activité antibiotique

Comme nous I’avons vu, la plupart des molécules a activité antibiotiqgue, comme
également certains anticancéreux, sont des produits naturels, c’est-a-dire naturellement
synthétisés par des micro-organismes. Ces produits naturels sont des molécules non nécessaires
a la survie des microbes, mais qui leur procurent un avantage évolutif : on parle de « métabolites
secondaires » (MS) (73). Les antibiotiques sont métabolites secondaires le plus souvent de
nature peptidique, parfois aminoglycosidique. Leur synthése peut étre via la voie ribosomale
ou non. Il y a deux types de MS produits par voie non ribosomale : les « non-ribosomal
peptides » (NRP) et les polyketides (PK). Tous deux sont synthétisés par des complexes multi-
enzymatiques codés par des clusters de gene: les « non-ribosomale peptides synthetase »
(NRPS) et les « polyketides synthetase » (PKS). Ces complexes sont organisés en modules,
chacun contenant plusieurs domaines. Les NRPS utilisent comme substrat des acides amings,
et I’élongation est réalisée par liaison peptidique. Les PKS utilisent comme substrat I’acyl-
coenzyme A, et les monomeéres sont assemblés via une réaction de condensation de Claisen.
Par exemple, I’érythromycine synthase est composée de trois enzymes présentant sept modules,

pour un total de 28 domaines, organisé comme une chaine d’assemblage (Figure 7) (74).
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Figure 7. Structure du complexe enzymatique de biosynthése de I’erythromycine.
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Cette organisation avec plusieurs domaines, utilisant plusieurs types de monomeres
comme substrat, permet la production d’un grand nombre de produit différent, expliquant la
grande diversité de ces molécules. En effet plus de 23 000 PN ont ainsi été caractérisés depuis
les années 1950 (73). Par exemple, la peénicilline, les céphalosporines, la daptomycine, la
polymyxine, la teicoplanine sont des NRPS ; les tétracyclines, et la rifampicine sont des PKS
(Tableau 3).

Les peptides antimicrobiens (PA) produits par les bactéries sont des exemples de
produits naturels synthétisés par la voie ribosomale. Parmi les PA, les bactériocines sont des
petits peptides produits notamment par des bactéries probiotiques. Les probiotiques sont des
bactéries commensales qui, lorsqu’elles sont administrées en quantité adéquates, conferent un
bénéfice en terme de santé pour I’héte (75). Les bactériocines sont largement utilisés dans
I’industrie alimentaire comme conservateurs, dans I’agriculture et en médecine vetérinaire (76).
Les bactériocines ne sont habituellement pas considérées comme des antibiotiques du fait de
leur voie de synthése a part, de leur spectre d’action large, et de la nécessité de les concentrer
pour obtenir un effet inhibiteur. Les bactériocines sont réparties en deux groupes : les peptides
modifiés apres la traduction (classe 1) et ceux qui ne sont plus modifiés ou qui sont cycliques

(classe 11). Les bactériocines de classe | sont actives contre les bactéries Gram positifs,
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notamment les SARM, Enterococcus résistant a la vancomycine, ou encore Clostridium
difficile. Un sous-groupe de bactériocines de classe I, appelé lantibiotiques, sont largement
utilises dans I’industrie agro-alimentaire. Par exemple, la nisine est une bactériocine utilisee
comme conservateur alimentaire qui présente une activité contre les bactéries a Gram positive
comme Listeria monocytogenes, les SARM ou encore Streptococcus pneumoniae (77). Les
thiopeptides sont un autre exemple d’application des bactériocines de classe I, comme le
thiostrepton utilisé en meédecine vétérinaire, ou encore la nosiheptide, un thiopeptide produit
par Streptomyces actuosus, utilisé comme additif alimentaire. Le principal avantage des
bactériocines est leur faible toxicité, leur action plus ou moins large spectre selon, et la facilité
de les synthétiser en comparaison avec les NRP (78). Malgré ces avantages, aucune bactériocine
n’est actuellement utilisée en santé humaine comme antibiotique (79). En dehors des produits
naturels issus de micro-organismes, des molécules a activité antibiotiques ont été isolés de
diverses sources, comme les plantes, les phages ou encore des invertébrés comme les insectes
(78,80). En conclusion, la majorité des antibiotiques utilisés en santé humaine sont des produits
naturels issus de bactéries ou de champignons.

V. Diversité bactérienne du tube digestif et contribution de la culturomics

Comme nous I’avons vu précédemment, les antibiotiques actuels sont issus de micro-
organismes vivant dans I’environnement, le sol et la poussiére en particulier. En effet, on estime
que la poussiére est un écosysteme complexe dans lequel vit un microbiote contenant plus de
dix mille bactéries par gramme. Le microbiote associé au tube digestif humain représente un
autre microbiote d’intérét dans la recherche de molécules antibiotiques. En effet, on estime qu’il
contient jusqu’a 10* bactéries par gramme de matiére fécale, impliquant des prokaryotes, des
virus, des champignons et des parasites dont I’équilibre est primordiale pour la santé de I’h6te
(81,82). Malgré certaines limitations, les analyses métagénomiques du microbiote digestif ont
permis d’apporter un nouveau regard sur cet écosysteme au cours de la derniere décennie,
notamment sur la présence de nombreux micro-organismes n’ayant encore jamais été cultivés
faute de conditions adéquates en laboratoire. C’est ce constat qui a amené les micro-
environnementalistes a inventer en 2002 le principe de chambre de diffusion. Il s’agit d’un
compartiment de culture isolé dont I’une des parois est composée d’une membrane permettant
aux molécules seules de diffuser. Un échantillon de I’environnement, suffisamment dilué pour

n’obtenir qu’une colonie par compartiment, est placé dans la chambre. Elle est ensuite replacee
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dans I’environnement d’ou est issu I’échantillon initial. Cette technique permet de multiplier
les bactéries isolées dans chaque compartiment afin d’obtenir des colonies (83). Cette approche
a connu un grand succes. En effet, Loose et al. ont ainsi obtenu un taux de récupération de 50%
en utilisant la chambre de diffusion multi-canaux iChip© sur des prélévements de poussiere,
contre 1% en boite de Petri classique (Figure 8). Il a de plus pu isoler a partir de la bactérie
Eleftheria terrae un nouvel antibiotique nommé teixobactine, qui présente notamment une

activité contre Staphylococcus aureus. Cet antibiotique est actuellement en cours d’évaluation.

Figure 8. Exemple de chambre de diffusion multi-canaux.

Reproduit de Losee LL et al., Nature 2015

Les données issues de métagénomique ont montré que le microbiote digestif possede
également une grande diversité, avec plus de 80% d’espéces non cultivées (84). L’imitation du
principe de le chambre de diffusion, a savoir la culture dans des conditions les plus proches
possibles de I’environnement étudié, a amené a la mise au point d’une nouvelle stratégie de
culture appelée culturomics. Cela consiste en I’utilisation paralléle de diverses conditions de
culture (atmosphéres, nutriments) a partir d’un seul prélévement. L’ utilisation de jus de rumen
a ainsi permis de se rapprocher au mieux de I’environnement naturel du tube digestif. Cette
approche a connu un grand succes, amenant a la renaissance de la culture dans I’étude du
microbiote digestif (85). Lagier et al. ont ainsi montré que la culturomics présentait une
complémentarité avec la métagénomique : 36% des espéces bactériennes étaient retrouvées par

culturomics, et 69% par métagénomique, mais seulement 5% des espéces étaient retrouvées
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par les deux approches (86). L’étude du microbiote digestif par culturomics a ainsi permis
d’accroitre considérablement ce répertoire, avec pres de 1 170 espéces bactériennes isolées avec
les techniques de culturomics. De plus, 247 nouvelles especes bactériennes ont été découvertes
(Figure 9) (87). La connaissance du microbiote digestif a donc connu ces derniéres années une

amélioration sans précédents, et représente donc aujourd’hui une source potentielle de bactéries

productrices de métabolites secondaires (88).

Figure 9. Contribution de la culturomics dans la description du microbiote digestif (bactéries

et archées).
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V1. Les techniques permettant la recherche de bactéries produisant des antibiotiques
1. Approches issues de I’age d’or

A I’exception de la découverte accidentelle du Dr Fleming, les molécules antibiotiques
de notre patrimoine ont été trouvées par un rigoureux travail de screening des micro-organismes
de I’environnement, en particulier via la plateforme Waksman. Toutes les méthodes utilisées
ont pour point commun la mise en évidence d’un antagonisme entre deux micro-organismes.
Ces techniques de cultures, méme celles utilisées encore aujourd’hui, ont été décrite par
Waksman dés 1947 dans son livre « Microbial antagonisms and antibiotic substances » (89).
Le principe est le suivant : faire pousser une bactérie ou un champignon en contact étroit avec
une population microbienne ou une espéce isolée. La premiere étape de la stratégie Waksman
consiste en un screening en utilisant une gélose « bactérienne », gélose contenant une espece
bactérienne vivante, sur laquelle est ensemencé un prélevement environnemental
polymicrobien. Aprés incubation, des zones d’inhibition apparaissent autour des colonies
présentant une activité (un antagonisme). Ces colonies sont repiquées, isolées, et testées a
nouveau dans un deuxiéme temps. Cette deuxieme étape est une étape de confirmation baséee
sur la coculture de I’espéce antagoniste avec des espéces isolées spécifiques, en milieu solide
ou liquide.

Parmi les techniques utilisées (Tableau 4), I’'une des plus populaire est le « cross
streaking », ou stries croisées (Figure 10). La premiére strie consiste a déposer par un trait
d’oese sur la gélose I’espéce supposée produire un agent anti-microbien. Apres un temps
d’incubation suffisant pour permettra la croissance de la bactérie et la production des
métabolites secondaires, on pratique perpendiculairement un second trait d’oese pour déposer
la seconde bactérie qui sert ici a tester I’activité antimicrobienne de I’espece précédemment
déposée. Finalement, aprés une seconde incubation, une zone d’inhibition apparait en cas

d’antagonisme au point d’intersection des stries des deux bactéries. (90).
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Figure 10. Inhibition de la pousse de Corynebacterium pseudodiphtericum (strie verticale)

par Pseudomonas aeruginosa (strie horizontale) par technique des stries croisées.

Tableau 4. Principales techniques de culture permettant la mise en évidence d’une inhibition

de croissance bactérienne par un autre micro-organisme.

Meéthodes de culture en milieu liquide Références
Coculture simultanée Waksman,
1947 (89)
Culture de I’antagoniste puis coculture de la bactérie a tester Waksman,
1947 (89)
Culture de la bactérie a tester puis coculture avec I’antagoniste Waksman,
1947 (89)
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Tableau 4. Suite

Méthodes de culture en milieu liquide Références

Culture de la bactérie a tester en présence d’un surnageant de culture de Waksman,

I’antagoniste 1947 (89)
Coculture de I’antagoniste et de la bactérie a tester par un filtre de Waksman,
Chamberland 1947 (89)

Méthodes de culture en milieu solide
Coculture simultanée : Waksman,
e Méthode des “cross streaks” 1947 (89)
e Méthode de la “gélose bactérienne” : une gélose contenant
I’antagoniste est inoculée en surface avec la bactérie a tester
Culture de la bactérie test sur une double gélose : une moitié est une Waksman,
gélose bactérienne contenant I’antagoniste, I’autre est une gélose stérile 1947 (89)
spot-on-the-lawn Waksman,

1947 (89)

Une autre technique de culture largement utilisée est le spot-on-the-lawn. Cela consiste
a déposer un petit volume d’un inoculat liquide de la bactérie supposée produire un
antimicrobien sur une gélose sur laquelle un tapis de la bactérie a tester est préalablement
inoculé. Aprés incubation, une zone d’inhibition est visible autour du dép6t de I’inoculat
liquide. Cette méthode simple a prouvé son efficacité en tant que stratégie de screening, mais
sa limite principale est le risque important de contamination de la gélose lors du dépdt. Des
variantes ont donc été développées pour limiter ce probléme, comme par exemple le dépot non
plus d’un volume liquide de bactérie, mais d’un cylindre de gélose sur laquelle la bactérie
d’intérét a été préalablement cultivée (91). Pour cela, les deux bactéries sont ensemencées en
tapis sur deux géloses respectives. Apreés incubation, un cylindre est prélevé a I’emporte-piece
dans les deux geloses, celui contenant la bactérie supposée produire un agent antimicrobien est

ensuite greffé a la place du cylindre vide dans la gélose de la bactérie a tester. Finalement, aprés
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incubation, un diamétre d’inhibition de la bactérie testée apparait autour du cylindre de gélose
« greffé » en cas de production d’une molécule antagoniste (Figure 11).

Figure 11. Activité de 8 souches de Lactobacillus sur Escherichia coli (inoculé en tapis) par
la technique de la greffe de gélose.

A : Lactobacillus acidophilus, B : Lactobacillus fermentum, C : Lactobacillus gasserti,
D : Lactobacillus plantarum, E : Lactobacillus ingluviei, F : Lactobacillus rhamnosus, G :

Lactobacillus reuteri, H : Lactobacillus sekei

Reproduit de Dubourg G et al., IJAA 2015

D’autres améliorations ont été apportées pour augmenter la sensibilité de cette méthode,
comme par exemple en utilisant des conditions de croissance stressantes pour stimuler la
production d’agents antibactériens. Entre autres, Zipperer et al. ont isolé une souche de
Staphylococcus lugdunensis produisant une molécule ayant un effet antagoniste sur la
croissance de Staphylococcus aureus. Cette molécule appelée lugdunine n’est produite par la
bactérie que dans des conditions de culture particuliéres, c’est a dire dépourvues en fer, que les

auteurs ont créé artificiellement grace a un chélateur du fer. Les auteurs avaient en effet observé
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par métabolomique que la cavité nasale, I’environnement naturel de S. lugdunensis, présente un
déficit en fer (92,93).

Toutes les techniques de cultures citées précédemment sont des cultures sur milieu
solide, et supposent donc que la molécule antibiotique recherchée soit capable de diffuser
suffisamment dans la gélose. La seconde limite importante est la difficulté de cocultiver deux
especes ayant des conditions de croissance opposées, comme par exemple une espece aérobie

stricte avec une espéce intolérante strictement a I’oxygéne.

Une approche pour se soustraire a ces limites est la technique en milieu liquide. Parmi
elles, des techniques intéressantes datant egalement des années 1940 utilisent des cocultures en
milieu liquide séparée par une membrane filtrante de porosité définie de maniére a laisser
diffuser les molécules entre les deux compartiments mais pas les bactéries. Ainsi, si I’espece
présente dans I’un des compartiments sécréte une molécule inhibitrice, qui par diffusion va
influencer I’espéce placée dans I’autre compartiment, on pourra mettre en évidence une
inhibition de croissance des bactéries par des techniques comme la spectroscopie, la coloration

vitale, ou encore la numération bactérienne.

Une autre approche dérivée consiste a utiliser les surnageants de culture des bactéries. Ainsi
on récupére le surnageant de culture de I’espece supposée produire une molécule
antibactérienne, qu’on dépose a différentes concentrations sur une autre espece bactérienne en
culture. Apres incubation, on évalue I’inhibition de croissance de la bactérie par le surnageant
de culture. (Tableau 4). Cette approche intéressante permet d’une part de cultiver chaque
bactérie en respectant les conditions qui lui sont propres et d’autre part d’augmenter la quantité

de surnageant déposée pour améliorer la sensibilité du test.

Cette approche permet également de tester I’influence de facteurs confondants, comme par
exemple les variations de pH induites par la croissance de certaines espéces. Toutes ces
approches de culture, résumées dans le tableau 4, ont été largement utilisees par I’industrie
pharmaceutique jusqu’aux années 1970, puis les découvertes se sont raréfiées, menant a

I’abandon de ces techniques de recherche d’inhibition de croissance microbienne (3).
2. Approches issues de la période suivant I’age d’or

A. Exploitation des molécules connues
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Les techniques de culture précédemment décrites ont ainsi été abandonnées au profit
d’approches plus simple et moins couteuses, comme la modification des molécules existantes,
afin de diminuer leur toxicité ou de contourner le développement de résistance. Ainsi, de
nouvelles « générations » d’antibiotiques ont été commercialisées. Par exemple, I’acide
nalidixique fut la premiére quinolone découverte (1974), I’ajout d’un atome de Fluor sur la
structure de base des quinolones améliore la pénétrance cellulaire de ces antibiotiques, appelés
fluoroquinolones (1986) qui restent encore aujourd’hui le traitement de référence de

nombreuses infections.

De la méme maniere, de nombreux dérivés de la pénicilline ont vu le jour. L’age d’or a
permis la découverte de nombreuses molécules présentant une activité antibactérienne, mais
finalement peu d’entre elles ont obtenue en I’état une autorisation de mise sur le marché
(AMM). L’optimisation des molécules non commercialisées restait donc a explorer. (72). Par
exemple, la daptomycine n’a été commercialisée qu’en 2003 alors que la classe dont elle fait
partie, les lipopeptides, ont été découverts en 1986. De méme, le linezolide, un composé
entierement de synthése est apparu sur le marché en 2000 alors que I’on connait I’action
antibiotique de cette molécule, synthétisée pour la premiere fois en 1955, depuis les années
1970. La colistine, molécule découverte dans les années 1950 mais dont I’utilisation était
limitée en raison de sa toxicité est aujourd’hui I’un des derniers antibiotiques utilisables et actifs
en cas d’infection a bactérie & Gram négative multirésistante. Enfin, comme nous I’avons vu
précédemment, des molécules développées initialement pour d’autres indications, pouvaient
présenter une activité antibiotique. Nous avons cité I’exemple des anti-lépreux, actifs contre la
tuberculose. Ainsi réecemment, Zhou N et al, ont montré I’efficacité d’un agent antibactérien, la
teicoplanine, vis-a-vis des virus Ebola, MERS et SARS. Ce glycopeptide présenterait des
propriétés antivirales, bloquant I’entrée du virus dans les cellules, mais aussi sa réplication et

transcription (94).
B. Synthése de nouvelles molécules

Une autre approche qui s’est largement développée aprés I’age d’or est la synthése de
novo de molécules. Le principe, appelé «rational drug design» est de synthétiser
empiriqguement des molécules ayant pour cible des éléments précis du métabolisme bacteérien,
grace aux connaissances apportées par les antibiotiques déja connus. L’industrie
pharmaceutique utilise les régles de Lipinski permettant de sélectionner les molécules les plus

adéquates pour étre absorbées par les cellules eukaryotes, et distribuées dans I’organisme, puis
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métabolisée et éliminées sans générer de toxicité pour I’hote (Tableau 4) (3). Ces reégles ont été
largement utilisées dans la recherche d’antibiotiques, bien que n’étant pas tout a fait adaptées.
Malgré plus de dix millions de nouvelles molécules trés peu de molécules actives ont été
finalement commercialisées. En effet, les regles de Lipinski s’intéresse a la diffusion de
molécules a travers la membrane des cellules eucaryotes, or dans le cas des antibiotiques, c’est
la diffusion a travers la membrane procaryote des bactéries qui est primordiale (50). De plus,
les antibiotiques sont utilisés généralement avec des concentrations sériques deux a trois fois
supérieures a celles des médicaments usuels, ce qui entraine un écart aux regles de Lipinski
pour toxicité. Enfin, cette approche ne prend pas en compte les prodrogues qui ne sont
métabolisées en compose secondaire actif qu’une fois a I’intérieur de la bactérie la molécule de
prodrogue n’a donc pas de cible en tant que telle et est par conséquent la encore eliminée par
les regles de Lipinski. Les exemples de molécules ainsi découvertes sont rares : isoniazide,
pyrazinamide, éthionamide, et ethambutol (95). Les regles de sélection des candidats
moléculaires a tester a partir des banques de données contenant des millions de molécules est
donc le facteur limitant de cette approche. Il faudrait donc tester directement in vivo ces
molécules, a I’image du Dr G. Domagk qui a découvert le sulphanilamide en testant des
molécules de teinture sur des souris infectées par Streptococcus spp. Le nombre de molécules
candidates rend cette approche impossible sans trie préalable. Certains auteurs ont cependant
essayé de développer des plateformes de tests in vivo a haut débit. Moy et al. ont ainsi pu tester
plus de 6 000 composés chimiques et 1 136 produits naturels sur un modele animal de
Caenorhabditis elegans infecté par E. faecalis (96). Ils ont ainsi trouvé 16 molécules capables
d’augmenter la survie des animaux infecté, certaines d’entre elles présentaient par ailleurs des

CMI in vitro supérieures aux doses efficaces in vivo.

Tableau 4. Les cing régles de Lipinski.

1 Moins de 5 groupements donneurs d’hydrogene (exprimé en somme de groupement
OH et NH)

2 Poids moléculaire inférieur a 500

3 LogP inférieur a 5

4 Moins de 10 groupements accepteurs d’hydrogene (exprimé comme étant la somme
des groupements N et O)

5 Les molécules subtrates des transporteurs biologiques sont exclues de ces regles

Adapté de Lipinski CA et al., Advanced Drug Delivery Reviews 2001 (97)
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C. Approche moderne : le “genome mining”

Les récents progres de la métagénomique, de la transcriptomique et de la protéomique
ont conduit a une masse importante de données, ouvrant de nouvelles perspectives dans le
champ de la recherche antibiotique. En effet, le séquencage de nombreux génomes procaryotes
a permis d’identifier des centaines de cluster de génes (biosynthetic gene clusters, BGCs), dont
les produits traductionnels ne sont pas connus.(98). Deux techniques existent pour identifier les
BGCs a partir des données de génomique, elles sont toutes deux basées sur la reconnaissance
de domaines conservés, dit « ancres », comme par exemple les domaines thiotemplate des
NRPS et PKS. La premiére technique est environnementale : I’ADN d’un environnement donné
(ADNEe) est extrait en masse et séquencé par métagénomique, puis I’analyse bio-informatique
permet de repérer des séquences homologues connues de génes. Les BGCs ainsi identifiés
doivent donc ensuite étre traduit dans un deuxieme temps dans un héte hétérologue. Cependant,
cette derniere étape est la plus limitante. La seconde technique est une approche fonctionnelle,
initiée par des études phénotypiques, comme par exemple I’inhibition d’une souche sur une
autre. La recherche du mécanisme et de la molécule active peut ensuite étre réalisée via des
outils comme la spectrométrie de masse MALDI-TOF par exemple (Matrice Assisted Laser

Desorption lonization Time-Of-Flight). Dans ce cas, la limite est le tri des souches a tester.

Plusieurs outils de bio-informatique existent pour détecter la presence de BGCs a partir
de données issues de métagénomique, comme par exemple antiSMASH, BAGEL ou encore
PRISM. Ils sont tous bases sur la détection de domaines conserveés. Les BGCs doivent ensuite
étre sélectionnés, étant donné que beaucoup de métabolites secondaires n’ont aucune activité
antimicrobienne. Certains algorithmes recherchent en paralléle des BGCs des genes de
résistance associes aux mémes BGCs, et d’autres encore prédisent des mécanismes de synergie.
Ces derniers étant basés sur I’idée que deux molécules antibiotiques synergiques ont un
avantage sélectif supérieur a une seule molécule isolée, étant donné le moindre risque de
résistance. Ces associations existent de maniére naturelle, comme en témoigne la célebre
association amoxicilline + acide clavulanique, découverte chez Streptomyces clavuligenus. Les
BGCs correspondant étant intriqués dans un « supercluster » régulé conjointement (99). Un
grand nombre de PN sont suspecté dans le microbiome associé a I’homme, représentant un
vaste potentiel de découverte de nouvelles molécules antibiotiques. Donia et al. ont par exemple
retrouvé 3118 BGCs incluant des NRPs, des ribosomally synthesized and post-translationally
modified peptides (RiPPs) et des PKs en analysant des données de métagénomique humaine.

Parmi ces BGCs, la classe des thiopeptides était la plus représenté. Les auteurs ont ainsi
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découvert une nouvelle molécule d’intérét : la lactocilline (100). En conclusion, les approches

modernes basées sur la génomique appliquée au microbiome sont tres prometteuses.
VI1. Conclusion

Avec I’émergence de certaines résistances bactériennes aux antibiotiques, la découverte
de nouvelles molécules antibiotiques est devenue un challenge pour les microbiologistes. Apres
une période « d’Age d’or », couvrant plus de 3 décennies au milieu du XXe siecle, le rythme
de découverte de nouveaux antibiotiques a chuté drastiquement des les années 1970, conduisant
a un désintérét des industries pharmaceutiques pour ce champ de recherche. Les antibiotiques
actuellement utilisés chez I’homme sont des métabolites secondaires produits par des bactéries

ou champignons issus de I’environnement (72).

Une des principales raisons expliquant les difficultés pour decouvrir de nouvelles
molécules est qu’une grande partie des micro-organismes de I’environnement sont difficilement
cultivables dans les conditions habituelles de laboratoires. Ainsi, dans le microbiote digestif
humain, qui a vu son répertoire doubler ces dernieres années gréace a la culturomics, 80% des
bactéries intolérantes a I’oxygene sont encore considérées comme non cultivees (87). Pourtant,
sa diversité et son équilibre complexe en font une nouvelle source potentielle de produits

naturels et donc notamment de nouveaux antibiotiques.

Des outils informatiques performants permettent de rechercher des clusters de génes
codant pour des métabolites secondaires, a partir des données de séquencage du microbiote
digestif. Néanmoins, les résultats obtenus in silico nécessitent confirmations in vivo. En effet,
les molécules antibiotiques candidates issues de I’analyse bio-informatique doivent étre
synthétisées et testées sur des cultures afin de vérifier qu’elles exercent bien un antagonisme et
définir leur spectre d’action. A I’inverse, la recherche par une approche plus fonctionnelle de
nouveaux antibiotiques, notamment par des méethodes de culture de sélectionner des bactéries
ayant une activité inhibitrice sur la croissance d’autres bactéries. Dans un second temps ont lieu

I’individualisation et la caractérisation des molécules secrétées par les bactéries d’intérét.

La crainte des bactéries multi-résistantes, et la forte médiatisation de ce probleme de
santé publique ont donné un nouvel essor a la recherche d’antibiotiques. Nous pensons qu’il est
important de revenir a ces techniques de culture dans la recherche de nouvelles molécules

antibiotiques, tout en s’appuyant sur la richesse du microbiote digestif.
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ANNEXES

Annexe 1. Antibiotiques utilisés dans les définitions de résistance aux antibiotiques de Staphylococcus

aureus.

Antimicrobial category

Antimicrobial agent

Results of antimicrobial

susceptibility testing
(S or NS)

Aminoglycosides Gentamicin
Ansamycins Rifampin/rifampicin
Anti-MRSA cephalosporins Ceftaroline

Anti-staphylococcal

fi-lactams (or cephamycins)

Oxacillin (or cefoxitin)®

Fluoroquinolones

Ciprofloxacin

Moxifloxacin

Folate pathway inhibitors

Trimethoprim-
sulphamethoxazole

Fucidanes Fusidic acid
Glycopeptides VYancomycin
Teicoplanin
Telavancin
Glycylcyclines Tigecycline
Lincosamides Clindamycin
Lipopeptides Daptomycin
Macrolides Erythromycin
Oxazolidinones Linezolid

Phenicols

Chloramphenicol

Phosphonic acids

Fosfomycin

Streptogramins

Quinupristin-
dalfopristin

Tetracyclines

Tetracycline

Doxycycline

Minocycline

Criteria for defining MDR, XDR and PDR in S. aureus

MDR (one or more of these have to apply): (i) an MRSA is always considered MDR by virtue of being an MRSA, (ii)
non-susceptible to =1 agent in =3 antimicrobial categories.

XDR: non-susceptible to 2| agent in all but <2 categories.

PDR: non-susceptible to all antimicrobial agents listed.

“Oxacillin or cefoxitin represents all other f-lactams (and cephamycins) and resistance to either of these predicts
non-susceptibility to all categories of fi-lactam antimicrobials listed in this document, with the exception of the anti-
MRSA cephalosporins (i.e. all categories of penicillins, cephalosporins, fi-lactamase inhibitors and carbapenems cur-
rently approved up until 25 January 201 1).
htep://www.ecdc.europa.eu/enfactivities/diseaseprogrammes/ARHAI/Pages/public_consultation_clinical_microbiology
infection_article.aspx.




Annexe 2. Antibiotiques utilisés dans les définitions de résistance aux antibiotiques de Enterococcus spp.

Antimicrobial
category

Antimicrobial agent

Results of
antimicrobial
susceptibility
testing (S or NS)

Species with
intrinsic resistance
to antimicrobial
categories (51)®

Aminoglycosides
(except streptomycin)

Gentamicin (high level)

Streptomycin

Streptomycin (high level)

Carbapenems

Imipenem
Meropenem
Doripenem

Enterococcus faecium

Fluoroquinolones

Ciprofloxacin
Levofloxacin
Moxifloxacin

Glycopeptides Vancomycin
Teicoplanin
Glycylcyclines Tigecycline
Lipopeptides Daptomycin
Oxazolidinones Linezolid
Penicillins Ampicillin

Streptogramins

Quinupristin-dalfopristin

Enterococcus faecalis

Tetracycline

Doxycycline
Minocycline

Criteria for defining MDR, XDR and PDR in Enterococcus spp.
MDR: non-susceptible to =1 agent in =3 antimicrobial categories.
XDR: non-susceptible to =1 agent in all but <2 categories.

PDR: non-susceptible to all antimicrobial agents listed.
*When a species has intrinsic resistance to an antimicrobial category, that category must be removed from the list in
this table prior to applying the criteria for the definitions and should not be counted when calculating the number of

categories to which the bacterial isolate is non-susceptible.

http://www.ecdc.europa.eu/en/activities/diseaseprogrammes/ARHAI/Pages/public_consultation_clinical_microbiology

infection_article.aspx.
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Annexe 3. Antibiotiques utilisés dans les définitions de résistance aux antibiotiques des Enterobacteriaceae.

Antimicrobial category

Results of
antimicrobial
susceptibility

Antimicrobial agent testing (5 or NS)

Species with intrinsic resistance to
antimicrobial agents or categories (51)*

Aminoglycosides

Gentamicin Providencia rettgeri (P. rettgeri), Pravidencia stuartii (P. stuartiiy
Tobramycin P. rettgeri, P. stuartii

Amikacin

Netilmicin P. rettgeri, P. stuartii

Anti-MRSA cephalosporins

Ceftaroline (approved only for
Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Klebsiella oxytoca)

Antipseudomonal penicillins
+ fi-lactamase inhibitors

Ticarcillin-clavulanic acid

Escherichia hermannii (E. hermanii)

Piperacillin-tazobactam E. hermanii
Carbapenems Ertapenem
Imipenem
Meropenem
Doripenem
Non-extended spectrum Cefazolin Citrobacter freundii (C. freundii), Enterobacter aerogenes
cephalosporins; |st and (E. aerogenes), Enterobacter cloacae (E. cloacae), Hafnia alvei
2nd generation cephalosporins (H. alvei), Morganella morganii (M. morganii), Proteus penneri
(P. penneri), Proteus vulgaris (P. vulgaris), P. rettgeri, P. stuartii,
Serratia marcescens (S. marcescens)
Cefuroxime M. morganii, P. penneri, P. vulgaris, 5. marcescens

Extended-spectrum
cephalosporins; 3rd and 4th
generation cephalosporins

Cefotaxime or ceftriaxone

Ceftazidime
Cefepime

Cephamycins Cefoxitin C. freundii, E. aerogenes, E. cloacae, H. alvei
Cefotetan C. freundii, E. aerogenes, E. cloacae, H. alvei

Fluoroquinolones

Ciprofloxacin

Folate pathway inhibitors

Trimethoprim-sulphamethoxazole

Glycyleyclines Tigecycline M. morganii, Proteus mirabilis (P. mirabilis),
P. penneri, P. vulgaris, P. rettgeri, P. stuartii
Monobactams Aztreonam
Penicillins Ampicillin Citrobacter koseri (C. koseri), C. freundii, E. aerogenes, E. cloacae,

E. hermanii, H. alvei, Klebsiellae spp., M. morganii, P. penneri,
P. vuigaris, P. rettgeri, P. stuartii, 5. marcescens

Penicillins + f-lactamase inhibitors

Amoxicillin-clavulanic acid

C. freundii, E. aerogenes, E. cloacae, H. alvei,
M. morganii, P. rettgeri, P. stuartii, S. marcescens

Ampicillin-sulbactam

C. freundii, C. koseri, E. aerogenes, E. cloacae,
H. alvei, P. rettgeri, 5. marcescens

Phenicols Chleramphenicol
Phosphonic acids Fosfomycin
Polymyxins Colistin M. morganii, P. mirabilis, P. penneri, P. wulgaris,

P. rettgeri, P. stuartii, S. marcescens
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Annexe 3. Suite

Results of
antimicrobial
susceptibility

Species with intrinsic resistance to

Antimicrobial category Antimicrobial agent testing (S or NS) antimicrobial agents or categories (51)*

Tetracyclines Tetracycline M. morganii, P. mirabilis, P. penneri, P. vulgaris, P. rettgeri, P. stuartii
Doxycycline M. morganii, P. penneri, P. wulgaris, P. rettgeri, P. stuartii
Minocycline M. morganii, P. penneri, P. wiigaris, P. rettgeri, P. stuartii

Criteria for defining MDR, XDR and PDR in Enterobacteriaceae

MDR: non-susceptible to =1 agent in 23 antimicrobial categories.

XDR: non-susceptible to 2| agent in all but <2 categories.
PDR: non-susceptible to all antimicrobial agents listed.

*WVhen a species has intrinsic resistance to an antimicrobial agent or to the whole category, that agent or category must be removed from the list in this table prior to apply-
ing the criteria for the definitions and should not be counted when calculating the number of agents or categories to which the bacterial isolate is non-susceptible.
http://www.ecdc.europa.eu/en/activities/diseaseprogrammes/ARHAI/Pages/public_consultation_clinical_microbiology_infection_article.aspx.
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Annexe 4. Antibiotiques utilisés dans les définitions de résistance aux antibiotiques des Pseudomonas

aeruginosa.

Antimicrobial category

Antimicrobial agent

Results of antimicrobial
susceptibility testing

Aminoglycosides

Gentamicin

Tobramycin

Amikacin

Netilmicin

Antipseudomonal carbapenems

Imipenem

Meropenem

Doripenem

Antipseudomonal cephalosporins

Ceftazidime

Cefepime

Antipseudomonal fluoroquinolones

Ciprofloxacin

Levofloxacin

Antipseudomonal penicillins
+ [f-lactamase inhibitors

Ticarcillin-clavulanic acid

Piperacillin-tazobactam

Monobactams Aztreonam

Phosphonic acids Fosfomycin

Polymyxins Colistin
Polymyxin B

Ciriteria for defining MDR, XDR and PDR in Pseudomonas aeruginosa
MDR: non-susceptible to =1 agent in >3 antimicrobial categories.
XDR: non-susceptible to =1 agent in all but <2 categories.

PDR: non-susceptible to all antimicrobial agents listed.

http://www.ecdc.europa.eu/en/activities/diseaseprogrammes/ARHAI/Pages/public_consultation_clinical_microbiology_

infection_article.aspx.
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Annexe 5. Antibiotiques utilisés dans les définitions de résistance aux antibiotiques des Acinetobacter spp.

Results of antimicrobial
susceptibility testing
Antimicrobial category Antimicrobial agent (S or NS)

Aminoglycosides

Gentamicin

Tobramycin

Amikacin

Netilmicin

Antipseudomonal carbapenems

Imipenem

Meropenem

Doripenem

Antipseudomonal fluoroquinoclones

Ciprofloxacin

Levofloxacin

Antipseudomonal penicillins
+ [f-lactamase inhibitors

Piperacillin-tazobactam

Ticarcillin-clavulanic acid

Extended-spectrum cephalosporins

Cefotaxime

Ceftriaxone

Ceftazidime

Cefepime

Folate pathway inhibitors

Trimethoprim-sulphamethoxazole

Penicillins + fi-lactamase inhibitors

Ampicillin-sulbactam

Polymyxins

Colistin

Polymyxin B

Tetracyclines

Tetracycline

Doxycycline

Minocycline

Criteria for defining MDR, XDR and PDR in Acinetobacter spp.
MDR: non-susceptible to =1 agent in =3 antimicrobial categories.
XDR: non-susceptible to =1 agent in all but <2 categories.

PDR: non-susceptible to all antimicrobial agents listed.

http://www.ecdc.europa.eu/en/activities/diseaseprogrammes/ARHAI/Pages/public_consultation_clinical_microbiology_

infection_article.aspx.
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Abréviations

AVC : Accident Vasculaire Cérébral

AMM : Autorisation de Mise sur le Marché

BALYSE : Bacterial real-time laboratory-based surveillance system

BGCs : Biosynthetic Gene Clusters

BLSE : Béta-lactamase a Spectre étendue

BMR : Bactérie multirésistante

CDC : Centre de Control et de Prévention des Maladies

CMI : Concentration Minimale inhibitrice

EMA : European Medicines Agency

EPIMIC : Epidemiological surveillance and alert based on microbiological data
ESCMID : European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases
EUCAST : European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
FDA : Food and Drug Administration

KPC : Klebsiella pneumoniae carbapénémase

MALDI-TOF : Matrice Assisted Laser Desorption lonization Time-Of-Flight
MARSS : Marseille antibiotic resistance surveillance system

MDR : Multi-Drug Resistance

MS : Métabolite Secondaire

NRP : Non-Ribosomal peptides

NRPS : NRP synthetase

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

ONU : Organisation des Nations Unies

PACASurvE : Provence Alpes Cote d’Azur Surveillance
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PDR : Pan Drug Resistant

PK : Polyketide

PKS : PK synthetase

RiPPs : ribosomally synthesized and post-translationally modified peptides
SARM : Staphylococcus aureus résistants a la méticilline

VIM : Verona integron-encoded metallo-B-lactamase

XDR : eXtensively Drug Resistance
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RESUME

L’incidence de la résistance de certaines bactéries aux antibiotiques, notamment les
entérobactéries productrices de béta lactamases a spectre étendu, a augmenté ces dernieres
années en France. Malgré de multiples prédictions pessimistes, il n’y a pas d’augmentation
globale de la résistance, comme le montre par exemple la diminution de I’incidence en France
des Staphylococcus aureus résistants a la meéticilline. Néanmoins, la résistance aux
antibiotiqgues demeure un enjeu de santé publique. En effet, les antibiotiques utilisés
actuellement ont pour la plupart été découverts ou synthétises avant les années 1990 : le dernier
antibiotique a large spectre découvert est la daptomycine, en 1984. La majorité des antibiotiques
sont des métabolites secondaires produits par des bactéries environnementales (en particulier

isolées du sol) du genre Streptomyces.

Récemment, la caractérisation bactérienne du microbiote digestif a connu une véritable
révolution grace a la culturomics, son répertoire ayant plus que doublé en moins de dix ans. Par
ailleurs, des études métagénomiques ont retrouvé des clusters de géne de production de
métabolites secondaires, notamment de type NRP et PK dans le microbiote digestif. Le
microbiote digestif humain représente ainsi une source potentielle de nouveaux antibiotiques.
Les espéces bactériennes isolées par culturomics sont donc une cible prometteuse et accessible

pour la recherche par méthodes de culture de nouvelles molécules antibiotiques.

Mots clés : antibiotiques, résistance bactérienne, culturomics
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