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Association de composés antibiotiques efficace contre des entérobactéries

La présente invention concerne une nouvelle combinaison d‘antibiotiques ayant un
effet bactéricide synergique contre des entérobactéries. Plus précisément, cette association
est une association synergique d’anciens antibiotiques connus, ladite association étant
efficace dans la lutte contre les entérobactéries multirésistantes ayant acquis une
multirésistance, ou au moins efficace contre les entérobactéries résistantes a au moins I'un
des deux antibiotiques concernés, et/ou pour empécher 'apparition de résistance des dites
entérobactéries contre les dits antibiotiques.

Les bactéries sont dites « multirésistantes » (BMR) aux antibiotiques du fait de

I'accumulation de résistances acquises vis-a-vis d'au moins 3 familles d’antibiotiques.

Les infections causées par des entérobactéries multi-résistantes représentent un

probléme de santé majeur a travers le monde.

Les Entérobactéries (a savoir le famille des Enterobacteriaceae) constituent 'une des
plus importantes familles de bactéries, autant du point de vue quantitatif (plus d'une
quarantaine de genres) que du point de vue qualitatif. Elles regroupent ainsi de nombreux
genres, trés ubiquitaires, et ceux-ci sont fréquemment rencontrés en pathologie infectieuse.
Elles sont les hétes de I'hnomme et des animaux chez lesquels elles résident principalement
au niveau de l'intestin. On peut cependant les retrouver dans la cavité buccale, les régions
humides de la peau en particulier le périnée, les fosses nasales et les voies génitales
féminines dans lesquelles elles peuvent constituer une flore transitaire. L'espece Escherichia
coli y joue un role prépondérant en raison de sa présence constante et de sa large
prédominance sur les autres especes. D'autres espéces ont une présence moins marquée tel
que des bactéries des genres Proteus et Klebsiella ainsi que Citrobacter, Hafnia, Providencia,
Enterobacter a la présence plus irréguliere.

La définition des entérobactéries repose sur les critéres suivants : bacilles Gram
négatifs et fermentantes (attaquant le glucose par voie fermentaire), dépourvus d'oxydase
et réduisant les nitrates.

Leur pathologie est non spécifique mais tient surtout du «terrain » : un sujet
immunodéprimé ne réagit pas comme un sujet sain. La polyrésistance aux antibiotiques que

ces bactéries provient de mutations chromosomiques ou de plasmides de résistance.

Les espéces pathogenes possedent une grande variabilité dans leur comportement et
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leur agressivité chez I'hote. On distingue alors deux groupes d'entérobactéries pathogenes :
Les pathogénes strictes et les pathogénes opportunistes.

Les entérobactéries pathogénes strictes entrainent souvent une infection dont la
gravité dépend de leur point d'entrée. Introduites par un aliment contaming, elles
provoqueront des troubles intestinaux en adhérant sur la muqueuse intestinale puis en
traversant la barriere entérocytaire. Les symptdmes se caractérisent souvent par des

diarrhées importantes suivies d'une déshydratation (grave chez le nourrisson).

Les entérobactéries pathogénes opportunistes ne disposent pas d'un pouvoir
pathogene suffisant pour déclencher une pathologie chez un héte sain. Elles sont en
revanche susceptibles de déclencher des infections chez des sujets immunodéprimés comme
des septicémies surtout en milieu hospitalier (par exemple, Klebsiella), responsables
d'infections respiratoires, urinaires, abdominales en particulier iatrogénes en post-
opératoire. L'espece Klebsiella pneumoniae est le plus souvent responsable d'infections

respiratoires.

Elles peuvent étre présentes dans l'intestin et faire partie intégrante de sa flore
commensale, c'est ainsi que I'espece Escherichia coli est responsable d'infection urinaire (en
particulier chez la femme) ainsi que responsable de gastro-entérite infantile.

Klebsiella pneumoniae et Escherichia coli a elles deux représentent 90% des
infections par des entérobactéries.

La Colistine un produit obtenu par fermentation de Paenibacillus polymyxa est
constituée de composés peptidiques polycationiques a savoir la Colistine A de formule (Ia)
laquelle comprend une chaine d’acide gras: (S)-6-methyloctanoyl et/ou la colistine B de
formule (Ib) ci-aprés laquelle comprend (chaine d’acide gras: 6-methylheptanoyl)[1]. Ii
s'agit d’une classe d’antibiotique développé dans les années 1950.

(TIa) : Colistine A (aussi dénommée polymyxine B)
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La Colistine est administrée soit par voie parentérale sous la forme d’une prodrogue
inactive : le Colistiméthate de sodium (CMS), soit par voie orale ou topique sous forme de

sulfate de Colistine.

La Colistine a été utilisée pour traiter des entérobactéries non naturellement
intrinséquement résistantes, notamment sur des souches E. coli et Klebsiella pneumoniae.
Mais, on a constaté I'émergence de résistances acquise par mutation chromosomique
spontanée vis a vis de la Colistine. La Colistine est un antibiotique qui possede un fort
pouvoir d'induction de mutants résistants spontanés au sein d'une méme population

bactérienne.

Une synergie d'action entre la Colistine et le Sulfafurazole, contre certaines bactéries
Proteus sp naturellement intrinséquement résistantes a la Colistine et au Sulfafurazole a été
rapportée en 1963 par Russel et coll. [3]. Mais le sulfafurazole n’est plus disponible dans le
commerce. Dautre part, le mécanisme de résistance des souches intrinsequement
résistantes a la Colistine est différent de celui de souches non intrinsequement résistantes a
la Colistine mais résistantes a la Colistine de fagon acquise par mutation chromosomique
spontanée (non transférable) notamment dans le gene mgrB ou par l'acquisition d’un
plasmide de résistance (transférable de bactérie a bactérie) notamment un plasmide portant

le gene mcr-1.
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La Polymyxine B — un antibiotique qui n'est plus fabriqué- a aussi été testée en
combinaison avec la Sulfadiazine contre une bactérie non fermentante Serratia marcescens,
une bactérie naturellement intrinséquement résistante a la Polymyxine B en 1970 par
Greenfield et col. [4]. La encore, n'ont été testées que des souches intrinsequement
résistantes a la Polymyxine B et pas des souches non intrinsequement résistantes a la

Colistine mais résistantes a la Colistine de fagon acquise.

La Sulfadiazine (4-amino-N-(pyrimidin-2-yl) benzéne sulfonamide) de formule (II) est
un antibiotique de la famille des sulfamides qui posseéde une activité antibactérienne utilisée
entre autre pour désinfecter les brulures mais surtout utilisée en association avec la
pyriméthamine comme antiparasitaire pour traiter les infections a 7oxoplasma gondii'agent

de la toxoplasmose.

(I1) :

La Sulfadiazine, bien qu‘active in vitro sur les entérobactéries, n‘est jamais utilisée

séparément en thérapeutique car elle sélectionne systématiquement des mutants résistants.

Le traitement de veaux infectés par une bactérie £.coli sensible a la Colistine mais
ayant acquis une résistance contre la Sulfadiazine, par une association de Colistine et
Sulfadiazine a été décrit [11].

Le traitement de bactéries Proteus par I'association Colistine-Sulfadiazine a été décrit
[12], les bactéries proteus traitées étant des entérobactéries intrinsequement résistantes a
la Colistine et non pas a résistance acquise a la Colistine. Le génome des bactéries Proteus
est tres différent de celui des autres entérobactéries avec notamment un taux de GC
inférieur a 38% contre un taux de GC supérieur a 50% chez les autres entérobactéries. Des
études récentes montrent que cette résistance intrinseque des souches de Proteus est
causée par l'activation d’'un opéron dénommé opéron arn qui code pour un sucre, I'amino
arabinose sur le LPS de la membrane externe. Néanmoins, le support moléculaire précis de
I'activation de cet opéron reste inconnu a ce jour. Mais aucune mutation chromosomique n'a

été déterminée contrairement au cas des entérobactéries a résistance acquises.
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Une synergie d‘activité de la Colistine en combinaison avec la Triméthoprime-
Sulfaméthoxazole (SXT), ou la Triméthoprime (TMP) (TMP n’est pas un antibiotique) contre
des isolats d’'une souche de Klebsiella pneumoniae de laboratoire rendue artificiellement
résistante a la Colistine a été rapportée par Vidaillac et col. En 2012 [2]. Mais, la souche
testée n’était pas résistante au Triméthoprime-Sulfaméthoxazole (SXT) et au Triméthoprime
seul (TMP). La souche de Klebsiella pneumoniae était une souche de laboratoire initialement
sensible a la Colistine et rendue artificiellement résistante a la Colistine en laboratoire par
création de mutants spontanés résistant a la colistine a partir de géloses enrichies avec des
concentrations croissantes de colistine selon un mécanisme connu. Il s’agit donc d’un
mécanisme de résistance différent de celui des souches ayant acquis une résistance par

mutation chromosomique spontanée ou par I'acquisition d’un plasmide.

L'acide fusidique (formule III) est un antibiotique actif contre les bactéries Gram+,
notamment anti-staphylococcique synthétisé par des champignons : Fusidium coccineum qui
a été utilisé en Europe depuis plus de 40 ans pour traiter les infections de la peau ainsi que
les infections de I'os et des articulations chroniques [7]. C'est un antibiotique stéroidien et le

seul membre commercialisé de la classe des fusidanes.

(II0) :

L'acide fusidique inhibe la synthese des protéines en se liant au facteur d’élongation :
EF-G-PIB, bloquant la translocation des ARN de transfert sur le ribosome ainsi que la
progression du ribosome sur I’ARN messager. De nombreuse mutations peuvent se produire
au niveau du gene FuSa qui code pour le facteur d’élongation EF-G, et certaines de ces
mutations peuvent conduire a une résistance de haut niveau (concentration minimale

inhibitrice [CMI] > 64mg/L). La résistance de bas niveau (<8mg/L) est plus fréquente et elle
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est médiée par des génes fusB, fusC et fusD qui codent pour des petites protéines qui
protégent le EF-G-PIB. Les genes codant pour ces protéines sont propagés par des
plasmides et peuvent étre sélectionnés principalement par I'utilisation d‘antibiotique topique.

L'acide fusidique sous forme de fusidate de sodium est bien absorbé apres
administration avec une biodisponibilité <90%. Il posséde une longue demi-vie plasmatique
_ 10-14h.

Une étude récente (8) montre un effet synergique de la combinaison de Colistine et
acide fusidique contre une souche d’une bactérie Acinetobacter baumannii résistante a la
colistine, bactérie non fermentante n’appartenant pas a la classe des entérobactéries.
D’autre part, les souches testées ne sont pas des souches cliniques mais des souches
rendues artificiellement résistantes a la Colistine en laboratoire sans que le gene muté ne
soit indiqué. Dans une autre étude récente [10], il a été montré que chez les bactéries
Acinetobacter, le gene de résistance a la Colistine est le plus souvent le gene pmra/pmrb,
alors que dans les entérobactéries, ce sont principalement les genes mgrB pour les
mutations chromosomiques et un plasmide portant un géne mcr-1 pour les mutations

plasmidiques qui sont impliqués dans la résistance a la Colistine.

GB 2 128 617 décrit I'utilisation de dérivés hydrolysés de la Colistine, a savoir un
nanopeptdide dépourvu de l'acide diamino-butyrique terminal substitué par une chaine
d’acide gras en combinaison avec l'acide fusidique pour traiter des entérobactéries
Salmonella typhimurium et E. Coli sensibles a la Colistine (voir tableau 1).

L'association synergique de Colistine et acide fusidique a été décrite [9] pour le
traitement d’une bactérie non fermentante, souche P.aeruginosa, résistante a la Colistine.
P.aeruginosa est une bactérie non fermentante qui n‘appartient pas aux entérobactéries,
d’une part et d‘autre part, ces souches P.aeruginosa présentent une résistance acquise par
des mutations chromosomiques dans des genes phoQ et pmrB. Les genes phoQ et pmrB des
entérobactéries présentent des distinctions génomiques importantes par rapport aux genes
analogues dans Pseudomonas aeruginosa. En outre, et surtout, dans les entérobactéries
ayant acquis une résistance a la Colistine, il a été montré que ce sont principalement les
génes mgrB pour les mutations chromosomiques et un plasmide portant un géne mcr-1 pour

les mutations plasmidiques qui sont impliqués dans la résistance a la Colistine.

Selon la présente invention, il a été possible a I'aide d’une nouvelle méthodologie de
« criblage » décrite ci-apres de détecter des synergies d’action entre 2 antibiotiques vis a vis
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d’entérobactéries ayant acquis une résistance aux deux antibiotiques par mutation
chromosomique spontanée ou par l'acquisition d’un plasmide, ainsi que vis a vis
d’entérobactéries sensibles aux deux antibiotiques, notamment par la méthode dite du
bouchon de champagne, mise en ceuvre sur un large panel de bactéries, en testant
plusieurs combinaisons d’antibiotiques dont des combinaisons de Colistine et de plusieurs
dérivés des sulfamides dont la Sulfadiazine et la combinaison de Colistine et acide fusidique.

Ainsi, selon la présente invention, on a découvert que l'association de Colistine et
Sulfadiazine, molécules encore disponibles dans le commerce possédant des mécanismes
d’action différents, présentent une activit€ synergique supérieure aux associations de
Colistine et d‘autres sulfamides testés contre des bactéries multirésistantes du type
entérobactéries Gram négative fermentantes, non naturellement intrinséquement résistantes
a la Colistine et a la Sulfadiazine mais ayant acquis cette résistance, notamment Klebsiella

pneumoniae et Escherichia coll.

Cette combinaison de Colistine et Sulfadiazine na jamais été rapportée comme active
contre des souches cliniques isolées multi-résistantes, notamment résistantes a la Colistine
et/ou aux Sulfamides contre des souches non naturellement intrinsequement résistantes
mais résistantes par acquisition de cette résistance par mutation chromosomique spontanée
ou par l'acquisition d’un plasmide et/ou pour empécher ou réduire I'apparition de résistance

contre les dits antibiotiques pour des souches sensibles.

On constate que les effets bactériostatique (inhibiteur de croissance) et bactéricide
de cette association s'observent a des concentrations plus faibles quand les 2 molécules
antibiotiques se trouvent en combinaison par rapport a chaque molécule antibiotique prise
séparément. Autrement dit, une concentration X de Colistine et Y de Sulfadiazine montrent
des effets inhibiteurs et bactéricides en combinaison qui n'existent pas pour les mémes
concentrations X et Y pour chaque molécule prise séparément, et ce sur toutes les

entérobactéries testées.

Il ne découlait pas de I'Etat de la technique que l'association de Colistine et
Sulfadiazine pouvait présenter une synergie sur des entérobactéries a résistances acquises
qui sont des bactéries dont la similitude des génomes (vis-a-vis des bactéries Proteus a
résistance intrinseque) d’une part et/ou des mécanismes de résistances a la Colistine (vis-a-

vis de la bactérie £.Coli sensibles a la Colistine) sont substantiellement différents
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De méme, alors que l'acide fusidique n'est pas actif contre les entérobactéries, selon
la présente invention, on a découvert que l'association de Colistine et acide fusidique
présente une activité synergique contre des bactéries multi résistantes du type
entérobactéries Gram négative fermentantes, non naturellement intrinsequement résistantes
a la Colistine mais ayant acquis cette résistance, notamment Klebsiella pneumoniae et
Escherichia .coll.

La combinaison de Colistine et acide fusidique n’a jamais été rapportée comme active
contre des souches cliniques isolées multi-résistantes, notamment résistantes a la Colistine
contre des souches non naturellement intrinséquement résistantes mais résistantes par
acquisition de cette résistance par mutation chromosomique spontanée ou par l'acquisition
d’'un plasmide et/ou pour empécher ou réduire I'apparition de résistance contre les dits
antibiotiques pour des souches sensibles.

Plus précisément la présente invention fournit une association d’un premier composé
antibiotique la Colistine et un second composé antibiotique choisi parmi la Sulfadiazine et
I'acide fusidique, pour une utilisation dans un traitement thérapeutique contre les
entérobactéries pathogénes

Plus particulierement, la présente invention fournit une association de Colistine et
Sulfadiazine contre les entérobactéries non naturellement intrinsequement résistantes mais
ayant acquis une résistance contre au moins la Colistine et/ou la Sulfadiazine, notamment

contre une bactérie multi résistante.

Plus particulierement encore, la présente invention fournit une association de
Colistine et acide fusidique contre les entérobactéries, notamment les entérobactéries
pathogénes, de préférence contre des entérobactéries non naturellement intrinsequement
résistantes mais ayant acquis une résistance contre au moins la Colistine, notamment contre

une bactérie multi résistante.

Parmi les entérobactéries pathogenes, on cite plus particulierement les bactéries
suivantes  Escherichia, Shigella, Salmonella, Klebsiella, Enterobacter, Providencia,
Morganella, Citrobacter, Hafnia et Yersinia.

Plus particulierement, dans I'association la Colistine est sous forme de sulfate de
Colistine.
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Plus particulierement encore, |'association de sulfate de Colistine et de Sulfadiazine
selon la présente invention est pour une application par voie orale ou par voie topique. On
entend ici par « voie orale » : (a) par voie buccale notamment sous forme solide notamment
de comprimé ou sous forme liquide ou (b) par voie naso-gastrique (c’est-a-dire a travers
une sonde passant par le nez et rejoignant le tube digestif) notamment sous forme liquide.

Dans un autre mode de réalisation d’'une association pour une utilisation selon la
présente invention, la Colistine est sous forme d’une prodrogue inactive le colistiméthate de
sodium (aussi dénommée méthanesulfonate de colistine sodique ou sulfomethate de
colistine sodique).

Plus particulierement encore, I'association comprenant le colistiméthate de sodium

est pour une application par voie parentérale ou voie orale.

Plus particulierement encore, pour le traitement d’une infection, dans I'association de
sulfate de Colistine et de Sulfadiazine selon la présente invention la sulfate de Colistine ou le
colistiméthate de sodium est utilisée a une concentration de 0.25 a 2.5 millions d’unités
moléculaires toutes les 6 heures, soit environ 1 a 10 millions d’unités moléculaires /24h, de
préférence de 2 a 5 millions d’unités moléculaires /24h et la Sulfadiazine est utilisée a une
concentration de 1 a 3 g/24h.

Pour un traitement par voie orale de décontamination digestive avant une greffe
fécale pour les patients présentant des bactéries multi-résistantes, le sulfate de Colistine ou
la colistiméthate de sodium est utilisé a un dosage de 2,5 a 50 millions d’unités moléculaires
par jour et la Sulfadiazine est utilisée a un dosage de 500 mg a 2,5g par jour, l'association
étant administrée pendant 4 jours avant la greffe.

Plus particulierement encore, pour le traitement d’une infection, dans l'association de
sulfate de Colistine et acide fusidique selon la présente invention la sulfate de Colistine ou le
colistiméthate de sodium est utilisée a une concentration 0.25 a 2.5 millions d’unités
moléculaires toutes les 6 heures, soit environ 1 3 10 millions d’unité /24h, de préférence de
2 a 5 millions d’unités moléculaires /24h et I'acide fusidique sous forme de fusidate de
sodium est utilisée a une concentration de 1 a 3 g/24h, de préférence 2 a 2,5 g/24h.

Pour un traitement par voie orale de décontamination digestive avant une greffe
fécale pour les patients présentant des bactéries multi-résistantes, le sulfate de Colistine ou
la colistiméthate de sodium est utilisé a un dosage de 2,5 a 50 millions d’unités moléculaires
par jour et I'acide fusidique sous forme de fusidate de sodium est utilisé a un dosage de 1 a



10

15

20

25

30

WO 2018/069597 10 PCT/FR2017/052635

5 g par jour, de préférence 2 a 3 g/jour, I'association étant administrée pendant 4 jours
avant la greffe.

Plus particulierement encore, I'association selon la présente invention est mise en
ceuvre pour une utilisation dans un traitement thérapeutique contre des entérobactéries

choisies parmi les bactéries des genres Klebsiella et Escherichia.

Plus particulierement encore, I'association selon la présente invention est mise en
ceuvre pour une utilisation dans un traitement thérapeutique contre des entérobactéries

choisies parmi les bactéries Klebsiella pneumoniae et Escherichia coli.

Comme rapporté dans la description détaillée de la présente demande de brevet,
I'association de Colistine et Sulfadiazine est davantage active contre lesdites entérobactéries
bactéries a résistance acquise contre la Colistine que |'association de Colistine et
sulfaméthoxazole ainsi que I'association de Colistine et acide fusidique.

La présente invention fournit également une composition pharmaceutique
comprenant une association d’au moins deux dits composés antibiotiques en quantités

thérapeutiquement efficaces pour une utilisation selon I'invention.

Plus particulierement encore, la composition pharmaceutique se présente sous forme

administrable par voie parentérale, par voie orale ou par voie topique.

Plus particulierement encore, la composition pharmaceutique administrable par voie
parentérale ou par voie orale se présente (a) sous forme de comprimé ou (b) de poudre

pour étre administrée sous forme de solution ou (c) sous forme d’aérosol.

D'autres caractéristiques et avantages de la présente invention apparaitront a la
lumiere de la description détaillée qui va suivre faite en référence aux figures dans

lesquelles :

- la figure 1 illustre la méthode de criblage a haut débit permettant de voir
I'apparition d’'un phénomeéne de synergie entre 2 molécules anciennes possédant des
mécanismes d’action différents par le test dit du bouchon de champagne (rond vide= CT
(colistine), rond noir= SUL (‘sulfadiazine) ou FA ( acide fusidique);

- la figure 2 représente le positionnement des bandelettes E-test pour le « E-test
croisé » avec les CMI de A seule et CMI de B seul et CMI de la combinaison A+B (avec deux
antibiotiques A et B), les graduations refletent les concentrations (fortes/faibles
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concentrations en haut/bas de la graduation verticale et a gauche/droite de la graduation

horizontale ;

- les figures 3A et 3B sont des exemples d’un plan de microplaques permettant de
voir, figure 3A si la combinaison Colistine-Sulfadiazine (figure 3A) et la combinaison
Colistine-acide fusidique (figure 3B) possedent une activité (MH : milieu de culture Mueller-
Hinton seul, BA+MH= MH+bactérie, SUL : Sulfadiazine, CT : Colistine, FA : acide fusidique)
par la méthode de micro dilution en plaque ou méthode de I'échiquier (Checkerboard) ;

- les figures 4A et4B représente un résultat de test de la méthode de criblage dit du
bouchon de champagne entre la Colistine et la Sulfadiazine sur une souche de Proteus
vulgaris (figure 4A) et entre la Colistine et I'acide fusidique sur une souche de Klebsiella
pneumoniae (A=pas de synergie, B= effet synergique) ;

- la figure 5A représente des photos présentant les CMI de Colistine suite au dépot
des E-test de Colistine sur des géloses prétraités par des antibiotiques avec: A) bandelette
E-test de Colistine seule (A)) et avec Sulfadiazine dans le milieu a différentes concentrations
(B) aE)), aprées 18 h d’incubation sur une souche de Klebsiella pneumoniae TH 21 ;

- la figure 5B représente des photos présentant les résultats d’'une synergie d’action
d’une combinaison d‘antibiotiques par lecture des diamétres d‘inhibition de I'acide fusidique
sur des géloses prétraités avec de la colistine sur une souche de Klebsiella pneumoniae avec

I'acide fusidique seul (A) et sur gélose supplémentée avec de la Colistine (B et C).

- la figure 6 représente des photos de résultats des E-test pour I'obtention des CMI
de: A) la Colistine, B) le Triméthoprime-Sulfaméthoxazole, C) le Sulfaméthoxazole, D) le
Triméthoprime, et la lecture des E-test croisés pour les associations suivantes: E) la
Colistine+ Triméthoprime-Sulfaméthoxazole, F) la Colistine + Sulfaméthoxazole et G) la
Colistine + Triméthoprime sur une souche de Klebsiella pneumoniae TH 21

- la figure 7 est un exemple de résultat d'une plaque du test de micro dilution en
plaque sur une souche de Klebsiella pneumoniae TH 21 mis en évidence par un colorant
(apparaissant en grisé sur la figure 7) en présence de bactéries vivantes ;

- la figure 8 est un exemple d’un isobologramme pour des souches de Klebsiella
pneumoniae ayant montrées une synergie par la technique de microdilution en plaque entre

la Colistine et la Sulfadiazine ; et
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- les figures 9A et 9B représentent les courbes de cinétiques de bactéricidie pour
I'association Colistine et Sulfadiazine sur une souche de Klebsiella pneumoniae (figure 9A) et
E. coli (figure 9B) et -la figure 9C pour l'association Colistine et Acide fusidique sur une
souche de Klebsiella pneumoniae ; la concentration bactérienne (C) est donnée en ordonnée
sous la forme log10 en CFu/mc et le temps est donné en heures en dessous.

1. Matériels.

1.1) Souches bactériennes.

- 55 souches cliniques ont été utilisées présentes dans le laboratoire (URMITE UM 63
CNRS 7278 IRD 198 INSERM U1905, Méditerranée Infection, Facultés de Médecine et de
Pharmacie) et de différentes origines : Laos, Thailande et France. Ces souches comprennent
-53 souches cliniques résistantes a la Colistine : 29 souches de Klebsiella pneumoniae (KP),
et 24 souches d’Escherichia coli (E.coli), et

- 2 souches d’Escherichia coli (E.Coli) étaient sensibles a la Colistine, et

- 36 souches étaient résistantes a la Sulfadiazine dont 13 souches Klebsiella
pneumoniae et 23 souches d’Escherichia coli et 17 sensibles a la Sulfadiazine dont 16
souches Klebsiella pneumoniae et 1 souches d’Escherichia coli, et

- 36 souches étaient résistantes a la Colistine et a la Sulfadiazine dont 13 souches
Klebsiella pneumoniae et 23 souches d’Escherichia coli.

- Toutes les souches étaient résistantes a l'acide fusidique.

1.2) Antibiotiques.

Le sulfate de Colistine, I'acide fusidique et la Sulfadiazine ont été achetés aupres de
la société Sigma-Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France).

Le sulfate de Colistine est fraichement préparé selon les directives de I'EUCAST
(European committee on antimicrobial susceptibility testing) dans un solvant approprié. La
Sulfadiazine a été dissoute dans du DMSO (diméthysulfoxide).

Des Bandelettes d’E-tests de Colistine (CT), de Sulfaméthoxazole (SMX) et de
Triméthoprime-Sulfaméthoxazole (SXT) ont été utilisées (Biomerieux, Craponne, France).
Les concentrations présentes sur les bandelette d’E-test sont comprises entre 0,016 et 256
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1g / ml pour la Colistine, 0,064 et 1024 ug / ml pour le Sulfaméthoxazole, 0,002 et 32 g /
ml pour le Triméthoprime-Sulfaméthoxazole, et 0,002 a 32 ug / ml pour le Triméthoprime.

L'acide fusidique a été dissout dans I'eau distillée stérile. Des Bandelettes d’E-tests de
colistine (CT), d’acide fusidique ont été utilisées (Biomerieux, Craponne, France). Les
concentrations présentes sur les bandelettes d’E-test sont comprises entre 0,016 et 256 ug /
ml pour la colistine et entre 0.016 a 256 ug / ml pour 'acide fusidique.

2. Méthodes.

2.1) Test de sensibilité.

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) des Colistine, acide fusidique,
Sulfaméthoxazole, Triméthoprime et Sulfaméthoxazole-Triméthoprime ont été déterminées
par la méthode des E-test par diffusion sur milieu gélosé en accord avec les
recommandations de 'EUCAST.

Pour une souche testée, Iinoculum est obtenu a partir de cultures fraiches sur milieu
TSA (Trypticase Soy Agar) aprés 18-24h de pousse dans une étuve a 37°. Une suspension
bactérienne est ensuite réalisée en mettant une quantité de bactéries dans un tube d’eau
stérile jusqu’a I'obtention d’une opacité de 8,5 McFarland correspondant & une concentration
bactérienne de 1x10° UFC/ml. Cette suspension est ensuite ensemencée sur gélose Mueller-
Hinton (Biomerieux, Marcy UEtcile, France) par écouvilionnage (technigue manuelle de
référence) toujours en accord avec les recommandations de FEUCAST. Cette technique
consiste & tremper un écouvillon stérile dans la suspension, d’enlever I'exces d'inoculum par
pression sur le bord du tube, d’écouvillonner régulierement la gélose en tournant la plaque
de 60° (dans au moins 3 directions différentes) jusqu' & ensemencement de la totalité de la
surface. On vient ensuite déposer la bandelette d’E-test qui contient un gradient croissant
d'antibiotique d'une extrémité a l'autre. Les concentrations d'antibiotiques sont écrites
directement sur cette bandelette afin d’en faciliter la lecture. La gélose est ensuite incubée
pendant 24h dans une étuve a 37°C. La lecture de la CMI se fait a I'ceil au niveau de
l'intersection de la bordure de la zone d'inhibition sur la bandelette. Pour la Sulfadiazine la
détermination de la CMI a été déterminée en milieu liquide. Cette technique se présente sur
des plaques 96 puits. D'un cOté de la plaque se trouve la gamme de dilution de la
Sulfadiazine et de 'autre coté on prépare l'inoculum bactérien dans une solution liquide de
Mueller-Hinton possédant une concentration en bactéries de 5x10° UFC/ml. On ensemence
chaque tube de la gamme de facon a obtenir 50% de suspension d'antibiotique dans 50%
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de suspension bactérienne. Les tubes sont alors incubés a 37°C pendant 24 heures. La CMI
est déterminée par évaluation de la croissance bactérienne dans les différents tubes par
mesure de l'absorbance de la solution (apres agitation) dans chaque tube en utilisant un
spectrophotometre a une longueur d’'onde de 630 nm.

2.2. Test de Synergie.

2.2.1 Test du « bouchon du champagne »

Le test du bouchon de champagne consiste a vérifier s'il existe sur milieu solide une
action synergique entre 2 molécules données. Cette synergie s'observe par |'apparition d’une
zone d'inhibition supplémentaire entre 2 disques d’antibiotiques. Pour la réalisation de ce
test, les souches a tester doivent-étre fraiches obtenues sur milieu TSA aprés 18 3 24 h de
pousse dans une étuve a 37°C. Des colonies bactériennes sont prélevées et mises en
suspension dans de I'eau physiologique stérile jusqu'a I'obtention d'une opacité de 0.5
McFarland. L'ensemencement est alors réalisé sur des géloses carrées Mueller-Hinton
(Biomérieux, Marcy |’Etoile, France) comme pour la réalisation d’un antibiogramme standard.
Des disques de Colistine (imprégnés a 50ug) sont déposés a l'aide d'une pince stérile, puis
des disques vierges sont déposés a distance variable du premier disque. La distance entre
les disques varie de 0 mm a 30 mm comme représenté figure 1. On prépare ensuite une
solution de Sulfadiazine a 3x10* pg/ml et & l'aide d'une pipette on dépose 10 pl de la
solution de Sulfadiazine sur les disques vierges. On les met a incuber dans I'étuve a 37°C
pendant 24 heures. Pour la combinaison Colistine (CT) +acide fusidique (FA), des disques
d’acide fusidique (imprégnés a 10ug) sont déposés a distance variable du premier disque de

colistine.

2.2.2. Méthode des E-tests ou des disques d’antibiotiques déposés sur des géloses

prétraitées par des antibiotigues.

Ce test consiste a rajouter un antibiotique au sein de la gélose et de tester I'activité
d’'un autre antibiotique en déterminant sa CMI (Concentration Minimale Inhibitrice) par la
méthode des E-test ou de déterminer I'augmentation de la zone d'inhibition en mm par la
méthode de diffusion par disques.

Une solution d’agar est préparée a l'aide d’'une poudre de Mueller-Hinton pour
réaliser des géloses Mueller-Hinton selon les instructions du fournisseur (Biomerieux,
Craponne, France). Ce milieu est autoclavé ; puis les bouteilles sont placées au bain marie a

une température de 45-50°C pour obtenir une solution bien liquide. Entre temps, des
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solutions contenant des concentrations différentes de Sulfadiazine et d'autres de Colistine
sont réalisées (la Sulfadiazine se dissout dans le DMSO, la Colistine se dissout dans I'eau).
Les bouteilles une fois retirées du bain marie sont placées sous le PSM (Poste de Sécurité
Microbiologique) afin de préserver la stérilité. Un temps d’attente est alors nécessaire pour
que le milieu baisse en température. Dans une flasque, un certain volume du milieu est
déposé ainsi qu’un volume spécifique d‘antibiotique afin d’obtenir une solution contenant la
concentration finale en antibiotique souhaitée. Le mélange est ensuite homogénéisé afin
d’obtenir une solution homogene, puis coulé dans des boites de Pétri de 90mm puis séché.
Les mémes étapes sont répétées pour la préparation des différentes concentrations. On
peut noter que le DMSO n'interfére pas dans les résultats puisque son pourcentage ne
dépasse pas 10 % dans le milieu et des boites prétraités au DMSO ont été préparées et

seront utilisées comme controles.

2.2.3. E-test croisé.

Cette méthode a été utilisée pour montrer s'il existe une éventuelle synergie entre la
Colistine (CT) et le Sulfaméthoxazole (SMX) ou la Colistine et le Triméthoprime (TMP) ou la
Colistine et [I'association Triméthoprime-Sulfaméthoxazole (SXT). Cette méthode a
également été utilisée pour montrer s'il existe une éventuelle synergie entre la Colistine (CT)
et l'acide fusidique (FA).

La premiere étape de cette méthode consiste a déterminer la CMI pour chaque
antibiotique pris séparément pour les souches données en utilisant la méthode classique des
E-test (cf partie 2.1). Une bandelette E-test correspondant a chaque antibiotique est testée
et la CMI est alors déterminée par lecture directe.

Pour la deuxieéme étape, l'inoculum et I'ensemencement des géloses Mueller-Hinton a
été réalisé de la méme facon que précédemment. Deux bandelettes E-test sont placées sur
la gélose en croix avec un angle de 90°. La bandelette E-test de Colistine est placée en
premier puis la bandelette de 'autre antibiotique est placée au niveau du croisement des
CMI respectives des deux antibiotiques (les CMI ayant été déterminées au préalable dans la
premiére partie). Les boites sont alors incubées pendant 24 heures a 37°C. Aprés
incubation, les nouvelles CMI sont alors lues directement sur les géloses suivant les mémes
régles de 'EUCAST [5].

La Figure 2 représente le positionnement des bandelettes E-test pour le « E-test

Croisé ».
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2.2.4. Micro dilution en plague ou méthode de I'échiquier (Checkerboard):

La sensibilité des bactéries a la Sulfadiazine, a la Colistine et a I'acide fusidique ainsi
que des combinaisons de deux antibiotiques a été évaluée par une méthode de titrage en

échiquier réalisée sur des micro-plaques de 96 puits[6].

Dans un premier temps, Iinoculum bactérien a été préparé a une concentration
finale égale a 5 x105 CFU/ml puis 100 pl de cet inoculum est inoculé dans chacun des puits
de la plaque.

Des exemples de plans de plaques permettant de voir si les combinaisons Colistine-
Sulfadiazine et Colistine-acide fusidique possedent une activité sont représentés figure 3A
pour Colistine-Sulfadiazine et figure 3B pour Colistine-acide fusique.

Pour la réalisation de I'échiquier, une série de dilutions a été préparé pour la
Colistine. Les concentrations en Colistine varient de 0 a 100 pg / ml et sont déposées au
niveau des puits verticaux. La Sulfadiazine et acide fusidique sont déposés dans les puits
horizontaux et les concentrations varient entre 0 et 64 g / ml. Apres 24 heures d'incubation
a 37 ° C, la croissance bactérienne est évaluée par mesure de 'absorbance de la solution
(aprés agitation) dans chaque puits en utilisant un spectrophotometre a une longueur
d'onde de 630 nm.

L'activité de chaque combinaison antimicrobienne est estimée en utilisant I'indice de

concentration inhibitrice fractionnaire (FIC) maximale.

FIC = FIC de l'antibiotique A+ FIC de l'antibiotique B, sachant que

CMI A dans la combinaison CMI B dans la combinaison
FICA = et FICB =
CMI A seule CMI B seule

Les valeurs FIC ont été interprétées selon le critere suivant: I'association
d’antibiotiques posséde un effet synergique lorsque la valeur de la FIC < 0,5. Toutes les
expériences sont effectuées en double afin d'assurer la reproductibilité des résultats [6].

2.2.5. Ftude de la bactéricidie

Les dosages pour déterminer la bactéricidie des différentes associations ont été
effectués sur une souche représentative de chaque espéce. Les isolats ont été choisis pour
étre testés contre la Colistine seule, la Sulfadiazine seule et la combinaison Colistine-
Sulfadiazine a des concentrations égales a la CMI. Les solutions de Colistine et de

Sulfadiazine ont été fraichement préparées ainsi que les suspensions bactériennes
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(concentration de 5 x10° CFU/ml dans du milieu de culture Mueller-Hinton liquide (MH)).

Pour réaliser cette technique, 4 flacons (tubes) ont été mis en ceuvre comme suit :

- le premier contenant uniquement la suspension bactérienne et qui va servir de
controle.

- le deuxieme contient un volume de la suspension bactérienne + 1/2 volume de
solution de Colistine + 1/2 volume de milieu MH.

- le troisieme contient un volume de la suspension bactérienne + 1/2 volume de
solution de Sulfadiazine + 1/2 volume de milieu MH.

- le quatrieme contient un volume de la suspension bactérienne + 1/2 volume de

solution de Sulfadiazine + 1/2 volume de solution de Colistine.

Des échantillons de 100 pl provenant de chaque condition sont prélevés toutes les 0-
2-4-6 et 24 heures. Des dilutions en cascades allant de 10! & 10® sont réalisées pour
chaque échantillon prélevé. Puis, un échantillon de 100 pl de chaque dilution est étalé sur
une gélose Mueller-Hinton et incubé pendant 18 a 24 heures a 37°C. Aprés 24h, le nombre
de colonies présentes sur la gélose est compté, sachant qu’une boite est prise en compte
uniquement si le nombre de colonies est compris entre 30 et 300.

La synergie est définie comme étant une diminution = 2 logl0 du nombre de

colonies a 24 h pour la combinaison par rapport a l'agent le plus actif seul.

L'indifférence est définie comme étant diminution < 2 log10 du nombre des colonies

a 24 h pour la combinaison par rapport au médicament le plus actif seul.

L'antagonisme est défini comme étant une augmentation = 2 log10 du nombre de

colonies a 24 h pour la combinaison par rapport au médicament le plus actif seul.
3. Résultats:

3.1. Test de sensibilité

Les CMIs des souches vis a vis des différents antibiotiques testés ont été mesurées
(CMI de: la Colistine, la Sulfadiazine, le Sulfaméthoxazole, le Triméthoprime et du

Sulfaméthoxazole-Triméthoprime) et sont présentées dans les tableaux 1 et 2 ci-apres.

53 souches présentent une résistance a la Colistine (CT), 2 souches sont sensibles (2
souches d’'Escherichia coli). 18 souches parmi les 55 sont sensibles au Sulfaméthoxazole
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(SMX), au Triméthoprime-Sulfaméthoxazole (SXT), 17 sont sensible a la Sulfadiazine (SUL)
et 21 souches sont sensibles au Triméthoprime (TMP).

Toutes les souches ont une résistance a l'acide fusiodisue (CMI d'au moins 256

microg/ml).

3.2. Test du bouchon du champagne.

Dans une premiere étape de « criblage », des tests du bouchon de champagne ont
été réalisés entre la Colistine et la Sulfadiazine et entre la Colistine et le Triméthoprime-
Sulfaméthoxazole. Toutes les souches ont été testées. Apres incubation des boites 24h a
37°C, un effet synergique a été recherché (apparition d’'une zone d'inhibition entre les 2
disques) entre la Colistine et le Sulfaméthoxazole-Triméthoprime en placant les disques a
différentes distances 'un de l'autre, a savoir 5, 10, 15, 20 et 25 mm (figure 4). Pour la
combinaison Colistine-Sulfadiazine, une zone de synergie (a savoir une zone d'inhibition
supplémentaire entre les 2 disques d'antibiotique) est apparue pour des distances comprises
entre 5,10 et 15 mm. La figure 4A illustre le test de la méthode de criblage dit du bouchon
de champagne entre la Colistine et la Sulfadiazine (300ug). La partie A de la figure 4
représente une zone ou il n'y a pas de synergie visible car la distance entre CT et SUL est
trop grande. Mais si I'on rapproche les disques comme dans la partie B, il y a bien une zone
de synergie présente entre les 2 disques pour 5,10 et 15 mm.

Pour la combinaison entre la Colistine et 'acide fusidique, une zone de synergie
apparait lorsque les disques sont a une distance de : 5, 10, 15, 20 et 25 mm La figure 4B
illustre le test de la méthode de criblage dit du bouchon de champagne entre la colistine et
acide fusidique sur une souche de Klebsiella pneumoniae TH54.

3.3. Méthode des E-tests ou des disques d’antibiotiques déposés sur des géloses

prétraitées par des antibiotigues.

3.3.1 CT+SUL

Une diminution de la CMI de la Colistine a été observée en présence de différentes
concentrations de Sulfadiazine: 8, 16, 32, 64, 128, 150, 200 ,300 ug/ml, y compris chez les
souches résistantes a la Colistine et les souches sensibles a la Colistine. Sur les 55 souches,
il y a 48 souches dont la CMI a diminué d’une 1/2 dilution a 14 dilutions. Cependant, pour 3
souches la CMI n'a pas changé. Concernant les 48 souches présentant une diminution de la
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CMI, 25 souches ont eu une diminution de la CMI a la colistine au moins supérieur a 2

dilutions alors que pour les autres sulfamides la combinaison est moins efficace.

On note que les souches sensibles au Sulfaméthoxazole, au Triméthoprime et au
Triméthoprime sulfométhoxazole présentent de plus fortes diminutions de la CMI pouvant
aller jusqu’a une diminution de 3 a 14 dilutions, tandis que les souches résistantes au
Sulfaméthoxazole et au Triméthoprime-sulfométhoxazole, la diminution de la CMI varie
entre 0,5 et 2 dilutions (Ex: Klebsiella pneumoniae H5500, Klebsiella pneumoniae TH114,
Klebsiella pneumoniae CI2, Klebsiella pneumoniae CI3, Escherichia coli P10S, Escherichia coli
FHM 19).

Les résultats sont présentés dans les tableaux 1 et 2 ci-apres.

La figure 5A représente des photos présentant les CMIs de Colistine suite au dépét
des E-test de Colistine (0.016-256ug/ml) sur des gélose prétraités par des antibiotiques
avec: A) bandelette E-test de Colistine seule sans Sulfadiazine dans le milieu, CMI : 32
Hg/ml B) E-test de Colistine et 8 pg/ml de Sulfadiazine, CMI : 4 ug/ml C) E-test de Colistine
et 16 pg/ml de Sulfadiazine, CMI :0.19 pg/ml D) E-test de Colistine et 32 pg/ml de
Sulfadiazine , CMI : 0.125 pg/ml et E) E-test de Colistine et 64 pg/ml de Sulfadiazine dans
le milieu, CMI: 0.125 pg/ml aprés 18 h d'incubation sur une souche de Kiebsiella
pneumoniae TH 21.

3.3.2CT+FA

Une augmentation du diameétre d‘inhibition a été observée par la méthode : dépdt de
10pl de colistine a 50ug sur les disques d’acide fusidique directement. Sur les 36 souches,
18 souches (50%) présentent un diametre augmenté >5mm.

De méme, par la méthode du dép6t de disques d’acide fusidique sur les géloses
Muller Hinton préparés avec 50 ug de colistine une augmentation beaucoup plus importante
des diameétres d'inhibition a été observée allant jusqu’a I'augmentation du diametre a 28

mm.
Les résultats sont résumés dans le tableau 3 ci-apres.

La Figure 5B représente des photos présentant les résultats d’'une synergie d’action
d’une combinaison d‘antibiotiques par lecture des diamétres d‘inhibition de I'acide fusidique
sur des gélose prétraités avec de la colistine sur une souche de Klebsiella pneumoniae
LH102 avec: A) utilisation d’'un disque d’acide fusidique seul (FA, 10ug) sur K.pneumoniae
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LH102 sur une gélose non supplémentée ; B) K.pneumoniae LH102 cultivée sur gélose MH
supplémentée avec 50 pg de colistine ; C) utilisation un disque d’acide fusidique sur une
souche de K. pneumoniae LH102 cultivée sur gélose MH supplémentée avec 50 ug de

colistine.

3.4. E-test croisé

Les E-test croisés entre la Colistine et le Sulfaméthoxazole montrent une diminution
de la CMI de la Colistine de 0 a 4 dilutions. De méme, la Colistine et le Sulfaméthoxazole-
Triméthoprime d'une part et la Colistine et le Triméthoprime d'autre part montrent une
diminution des CMIs de la Colistine de 0 a 4 dilutions a I'exception de Serratia marcescens
ol la CMI de la Colistine a diminué de 8 dilutions.

L’'ensemble des résultats est présenté dans les tableaux 1, 2 et 4.

La figure 6 représente des photos présentant les résultats des E-test pour I'obtention
des CMI de: A) la Colistine, B) le Triméthoprime-Sulfaméthoxazole, C) le Sulfaméthoxazole,
D) le Triméthoprime, et la lecture des E-test croisés pour les associations suivantes: E) la
Colistine + Triméthoprime-Sulfaméthoxazole, F) la Colistine + Sulfaméthoxazole et G) la
Colistine + Triméthoprime sur une souche de Klebsiella pneumoniae TH 21.

3.5. Microdilution en plague ou "test du Checkerboard" :

Pour le test de micro dilution en plaque («test du checkerboard »), toutes les
souches testées ont montré une synergie vis a vis de la combinaison d’antibiotiques. En
effet, on constate que l'effet inhibiteur de croissance s'observe a des concentrations plus
faibles quand les 2 molécules se trouvent en combinaison par rapport a chaque antibiotique

pris séparément.

La figure 7 est un exemple de résultat d'une plaque du test de micro dilution en
plaque sur une souche de Klebsiella pneumoniae TH 21. Le résultat est mis en évidence
apres |'utilisation d'un colorant vital: I'iodonitrotetrazolium, qui donne une coloration rouge

(apparaissant en grisé sur la figure 7) en présence de bactéries vivantes.

Pour la combinaison CT+FA, on constate la persistance des bactéries en présence de
Colistine et méme a une concentration de 25 pg/ml. De méme pour l'acide fusidique, la
présence de bactéries vivantes est observée aux différentes concentrations d’acide
fusidique: 256 p/ml.
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Pour la combinaison CT+SUL, on constate la persistance des bactéries en présence
de Colistine et méme a une concentration de 100 pg/ml. De méme pour la Sulfadiazine, la
présence de bactéries vivantes est observée aux différentes concentrations de Sulfadiazine:
8, 16, 32,64 p/ml.

Par contre, en présence de la combinaison, une inhibition de la croissance
bactérienne est observée & différents niveaux de la plaque. Autrement dit, une
concentration X de Colistine et Y de Sulfadiazine ou acide fusidique montrent un effet
inhibiteur en combinaison qui n'existe pas pour les mémes concentrations X et Y pour
chaque molécule prise seule. Ce résultat a été observé chez toutes les souches testées. Une
autre facon d'analyser ce genre de test consiste a tracer un isobologramme grace aux
calculs des FIC (fractional inhibitory concentration). L'obtention d'une courbe concave est un
indice de synergie ce qui est le cas pour les 4 souches présentes sur la figure 8.

La figure 8 est un exemple d'un isobologramme pour des souches de Kilebsiella
pneumoniae TH20,PTH166,LH70 et LH17 ayant montrées une synergie par la technique de
microdilution en plaque entre la Colistine et la Sulfadiazine.

Les résultats sont présentés au tableau 4.

3.6. Etude de la bactéricidie:

La combinaison Colistine-Sulfadiazine inhibe la croissance de toutes les souches
testées dans cette étude méme celles résistantes a la Colistine. Comme illustration de
I'activité bactéricide de cette combinaison d‘antibiotiques, les résultats sur 2 souches
résistantes & la Colistine: Klebsiella pneumoniae et E. coli sont explicités. Pour cette étude,
les concentrations a tester ont été choisies en fonction des CMI de chaque molécule,
établies par la méthode de micro dilution en plaque. Pour Klebsiella pneumoniae, |a
concentration en Colistine = 100ug/ml, la concentration en Sulfadiazine = 200 pg/ml et
pour £. coli: la concentration en Colistine = 100ug/ml, la concentration en Sulfadiazine=
100 pg/ml. Par contre, pour les concentrations de la combinaison, elles ont été choisies par
la concentration la plus basse de la combinaison pouvant inhiber la croissance. Pour
Klebsiella pneumoniae ces valeurs sont: 16ug/ml de Colistine + 8ug/ml de Sulfadiazine et
pour £. coli ces valeurs sont : 12ug/ml de Colistine + 4ug/ml de Sulfadiazine.

Pour Klebsiella pneumoniae, la croissance bactérienne diminue de 1,5 log en
présence de Colistine et de 2 log en présence de Sulfadiazine au bout de 24 h; mais
I'inhibition totale ne s‘observe qu’au bout de 24h avec la combinaison.
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Pour E. coli, il n'y a pas de diminution observée en présence de Colistine ou de
Sulfadiazine seule voir méme on a une augmentation de la croissance bactérienne. Par
contre, on observe une diminution de 6 log (presque 100% d'inhibition) avec l'association
Colistine-Sulfadiazine. Ces résultats sont présentés dans la figure ci-dessous.

Les Figures 9 A et 9B représentent les courbes de cinétiques de I'étude de la
bactéricidie pour Klebsiella pneumoniae LH 70 (figure 9A) et E. coli FHM19 (figure 9B) avec

la concentration bactérienne en ordonnées et la durée en heures en abscisses.

La Figure 9C représente la courbe de cinétique de I'étude de la bactéricidie pour
Klebsiella pneumoniae TH54 avec l'association Colistine et Acide Fusidique avec la

concentration bactérienne en ordonnées et en abscisses la durée en heures.

Tous ces résultats prouvent que les combinaisons Colistine-Sulfadiazine et Colistine-
Acide fusidique possédent une activité bactéricide car linhibition bactérienne est totale apres
24 heures d'incubation contre des bactéries multirésitantes. Ces bactéries présentent une
résistance a la Colistineg, a la Sulfadiazine et a I’Acide Fusidique seul, car on peut observer
quapres 24 heures la courbe de croissance bactérienne est presque identique a la
concentration bactérienne de départ alors qu‘avec l'association la diminution est trés

importante.

Dans les tableaux 2A-2B et 3 « avant » signifie : la CMI prise séparément pour
chaque antibiotique, et « apres » signifie : nouvelles CMI lu au niveau du croisement des E-
tests au niveau de la synergie d’action.
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Tableau 1. Présentation des CMI obtenues pour la Colistine (CT), la Sulfadiazine
(SUL), le sulfaméthoxazole (SMX), le triméthoprime (TMP), le triméthoprime-
sulfaméthoxazole (SXT)

Mécanisme de CMI (pg/ml)
résistance CT SMX SXT TMP
CMI limites SUL
2 64-256 2-4 2-4
64-256
Klebsiella KPLH 12 24 0.047 0.38 8
pneumonige 102
KPLH 12 mgrB stop/mer-1 32 12 0.066 0.5 16
KPLH mgrB stop /mer-1 32 >1024 0.25 0.25 64
131
KPLH 32 48 0.064 0.5 8
140
KPLH 17 12 24 0.047 0.25 8
KP LH 61 mgrB sub/mer-1 24 >1024 >32 >32 64
KPLH 70 16 64 0.047 0.25 8
KP LH 74 mgrB sub 16 >1024 >32 >32 64
KP LH 92 mer-1 24 >1024 >32 >32 64
KP LH 94 16 >1024 >32 >32 64
KPLH 12 16 0.047 0.25 32
375
KPH 64 >1024 >32 >32 64
5500
KP TH 20 mgrB ISI 48 16 0.094 0.75 8
KP TH 12 64 0.064 0.25 >64
224
KP TH 28 mgrB 152 16 32 0.094 1 32
KP TH mgrB ISI 12 24 0.064 0.75 64
196
KP TH 54 32 64 0.094 0.25 16
KP TH 68 48 32 0.064 0.25 8
KP TH 34 16 48 0.094 0.38 16
KP TH 3 32 0.064 0.38 8
166
KPTH 21 24 32 125 0.75 16
KP TH mgrB IS3 32 8 0.047 0.5 8
213
KPTH 16 >1024 >32 >32 >64
114
KP TH 12 >1024 >32 >32 32
164
KPcl2 8 >1024 >32 >32 200
KPcl3 16 >1024 >32 >32 400
KplI19R mer-1 3 >1024 >32 >32 >128
KpFHA60 mer-1 12 >1024 >32 >32 >128

KpFHMI128 mer-1 6 >1024 >32 >32 >128
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Escherichia E.coli FHA 8 24 0.023 >32 8
coli 102

E.coli FHM 12 >1024 >32 >32 >128
19
E.coli LH mer-1 16 >1024 >32 >32 >128
121
E.coli mer-1 12 >1024 >32 >32 >128
LH257
E.coli LH57 mer-1 8 >1024 >32 >32 >128
E.coli mer-1 12 >1024 >32 >32 >128
LH140
E.coli LH1 mer-1 6 >1024 >32 >32 >128
E.coli LH30 mer-1 6 >1024 >32 >32 >128
E.coli mer-1 6 >1024 >32 >32 >128
LH214
E.coli TH99 mer-1 4 >1024 >32 >32 >128
E.coliP6 mer-1 6 >1024 >32 >32 >128
E.coliP17 mer-1 4 >1024 >32 >32 >128
E.coli 235 mer-1 4 >1024 >32 >32 >128
E.coli SE65 mer-1 4 >1024 >32 >32 >128
E.coli mer-1 3 >1024 >32 >32 >128
MCRI1
E.coli 134R mer-1 12 >1024 0.9 0.25 >128
E.coli 143R mer-1 3 >1024 >32 4 >128
E.coli 85R mer-1 3 >1024 >32 >32 >128
E.coli 96R mer-1 3 >1024 >32 >32 >128
E.coli R mer-1 3 24 0.032 0.125 >128
E.coli 117R mer-1 3 >1024 >32 >32 >128
E.coli 95R mer-1 4 >1024 >32 >32 >128
E.coli 444 mer-1 4 >1024 >32 >32 >128
E.coli 6R mer-1 4 >1024 >32 >32 >128
E. coli E.coli P7S 0.125 24 0.047 0.25 4
sensibles E.coli P10S 0.38 >1024 >32 >32 64
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Tableau 2B. Présentation des CMI obtenues par la technique des E-tests croisés entre la Colistine
(CT) et la Sulfadiazine (SUL), le Tméthoprime (TMP).

CMI (pg/ml) CMI (pg/ml)
Isolates Strain CT + SUL CT+TMP
Avant Aprés Avant Aprés
CT SUL CT SUL CT TMP CT TMP
K. pneumoniae KP LH 102 12 8 1 4 12 0.38 1 0.38
KPLH 12 32 16 <0.016 4 32 0.5 6 0.19
KPLH 131 32 64 16 8 32 0.25 6 0.125
KP LH 140 32 8 <0.016 4 32 0.5 6 0.25
KPLH 17 12 8 <0.016 4 12 0.25 12 0.125
KP LH 61 24 64 6 8 24 >32 24 8
KPLH 70 16 8 <0.016 4 16 0.25 4 0.125
KP LH 74 16 64 6 8 16 >32 16 8
KP LH 92 24 64 8 8 24 >32 24 12
KP LH 94 16 64 6 8 16 >32 16 12
KP LH 375 12 32 4 4 12 0.25 3 0.125
KP H 5500 64 64 32 8 64 >32 3 8
KP TH 20 48 8 <0.016 4 48 0.75 6 0.25
KP TH 224 12 >64 <0.016 8 12 0.25 3 0.125
KP TH 28 16 32 0.125 4 16 1 2 0.38
KP TH 196 12 64 <0.016 8 12 0.75 2 0.25
KP TH 54 32 16 0.125 4 32 0.25 6 0.125
KP TH 68 48 8 <0.016 4 48 0.25 12 0.094
KP TH 34 16 16 <0.016 4 16 0.38 3 0.19
KP TH 166 3 8 0.38 4 3 0.38 0.75 0.25
KP TH 21 24 16 0.125 4 24 0.75 4 0.25
KP TH 213 32 8 0.125 4 32 0.5 4 0.19
KPTH 114 16 >64 4 8 16 >32 12 8
KP TH 164 12 32 4 8 12 >32 12 8
KPcl2 8 200 6 50 8 >32 8 12
KPcl3 16 400 4 50 16 >32 16 8
119R 3 >128 3 128 3 >32 3 >32
FHA 60 12 >128 2.5 200 12 >32 12 >32
FHM 128 6 >128 5 12.5 12 >32 6 >32
E. coli FHA 102 8 8 6 4 8 >32 8 8
FHM 19 12 8 12 4 12 >32 12 12
LH 121 16 >128 2.5 200 16 >32 8 >32
LH 257 12 >128 5 200 12 >32 4 >32
LH 57 8 >128 5 128 8 >32 4 >32
LH 140 12 >128 10 128 12 >32 4 >32
LH1 6 >128 5 128 6 >32 4 >32
LH 30 6 >128 2.5 64 6 >32 4 >32
LH214 6 >128 5 200 6 >32 4 >32
TH 99 4 >128 5 4 4 >32 4 >32
P6 6 >128 2.5 128 6 >32 4 >32
P17 4 >128 2.5 128 4 >32 4 >32
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235 4 >128 5 128 4 >32 4 >32
SE 65 4 >128 3 64 4 >32 4 12
MCR 1 3 >128 1.5 8 3 >32 3 12
134R 12 >128 3 128 12 0.25 3 0.094
143 R 3 >128 0.75 32 3 4 0.25 1
85 R 3 >128 1.5 128 3 >32 3 >32
96 R 3 >128 1.5 128 3 >32 3 >32
R1 3 >128 0.75 32 3 0.125 1 0.023
117 R 3 >128 3 128 3 >32 019 6
95 R 4 >128 3 128 4 >32 4 16
44 A 4 >128 25 200 4 >32 4 >32
6R 4 >128 3 32 4 >32 4 >32
E. coli P7S 0.125 4 <0.016 4 0.125 0.25 0.047  0.25
sensibles
P10S 0.38 64 0.064 8 0.38 >32 0.38 12
Tableau 3
Colistine (CT) CMI | Acide Fusidique (FA) CMI
Hg/ml ug/mi
Souches Mécanisme de Avant Apres Avant Apres
résistance
KPLH 12 mgrB 32 3 >256 96
stop/mcr-1
KP LH 140 32 4 >256 32
KPLH 17 12 6 >256 48
KP LH 70 16 4 >256 32
KP TH 20 mgrB ISI 48 4 >256 48
KP TH 224 12 3 >256 48
KP TH 28 mgrB 1S2 16 3 >256 48
KP TH 196 mgrB ISI 12 2 >256 48
KP TH 54 32 6 >256 48
KP TH 34 16 3 >256 48
KP TH 21 24 6 >256 48
KP TH 213 mgrB 1S3 32 6 >256 48
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KP LH 102 12 2 >256 64
KPLH 131 mgrB stop 32 6 >256 48

/mcr-1
KP LH 61 mgrB 24 4 >256 64
sub/mcr-1
KP LH 74 mgrB sub 16 4 >256 48
KP LH 92 mcr-1 24 4 >256 48
KP LH 94 16 3 >256 48
KP LH 375 12 3 >256 48
KP H 5500 64 4 >256 64
KP TH 68 48 8 >256 32
KP TH 166 3 0.75 >256 64
KPTH 114 16 4 >256 64
KP TH 164 12 2 >256 64
KPcl2 8 3 >256 64
KPcI3 16 1.5 >256 96
E.coli P10S 0.38 0.25 >256 96
E.coli FHA 102 8 1 >256 96

Tableau 4. Détermination de la diminution de la CMI de la Colistine en dilution si la
diminution est supérieure a 2 ou inférieure a 2 dilutions. b = Nombre de dilution de raison 2
(1 dilution= division par 2 de la concentration))

Souches Nombre CT + SUL | CT + SMX | CT+ SXT CT + TMP
de
souches <2 =22 |<2 >2 | <2 >2 <2 >2
(b)

Klebsiella 29 10 19 16 13 16 13 11 18

pneumoniae

Escherichia 26 20 6 22 4 23 3 19 7

coli

TOTAL 55 30 25 38 17 39 16 30 25
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REVENDICATIONS

1. Association d’'un premier composé antibiotique la Colistine et un second
composé antibiotique choisi parmi la Sulfadiazine et I’Acide Fusidique pour une utilisation
dans un traitement thérapeutique contre les entérobactéries pathogenes non naturellement

intrinsequement résistantes mais ayant acquis une résistance contre au moins la Colistine.

2. Association de Colistine et sulfadiazine pour une utilisation selon la
revendication 1 dans un traitement thérapeutique contre les entérobactéries pathogénes
non naturellement intrinsequement résistantes mais ayant acquis une résistance contre au

moins la Colistine.

3. Association de Colistine et sulfadiazine pour une utilisation selon Ia
revendication 2 dans un traitement thérapeutique contre les entérobactéries pathogénes
non naturellement intrinsequement résistantes mais ayant acquis une résistance contre au

moins la Colistine et la Sulfadiazine.

4, Association de Colistine et Acide Fusidique pour une utilisation selon la
revendication 1 dans un traitement thérapeutique contre les entérobactéries pathogénes
non naturellement intrinsequement résistantes mais ayant acquis une résistance contre au

moins la Colistine.

5. Association pour une utilisation selon l'une des revendications 1 a 4 dans

laquelle la Colistine est sous forme de sulfate de Colistine.

6. Association pour une utilisation selon la revendication 5 pour une application

par voie orale ou par voie topique.

7. Association pour une utilisation selon l'une des revendications 1 a 4 dans

laquelle la Colistine est sous forme de colistiméthate de sodium.

8. Association pour une utilisation selon la revendication 7 pour une application

par voie parentérale ou orale.

9. Association pour une utilisation selon I'une des revendications 1 a 8 dans un
traitement thérapeutique contre des entérobactéries choisies parmi les bactéries des genres
Escherichia, Shigella, Salmonella, Klebsiella, Enterobacter, Providencia, Morganella,
Citrobacter, Hafnia et Yersinia.
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10.  Association pour une utilisation selon I'une des revendications 1 a 9 dans un
traitement thérapeutique contre des entérobactéries choisies parmi les bactéries des genres
Klebsiella et Escherichia.

11. Association pour une utilisation selon la revendication 10 dans un traitement
thérapeutique contre des entérobactéries choisies parmi Klebsiella pneumoniae et
Escherichia coll.

12.  Association pour une utilisation selon I'une des revendications 1 a 10 dans un

traitement par voie orale de décontamination digestive avant une greffe fécale.

13.  Composition pharmaceutique comprenant une association d’au moins deux
dits composés antibiotiques en quantités thérapeutiquement efficaces pour une utilisation

selon I'une des revendications 1 a 12.

14, Composition pharmaceutique comprenant une association pour une utilisation
selon la revendication 13 caractérisée en ce qu'elle se présente sous forme administrable

par voie parentérale, par voie orale ou par voie topique.

15. Composition pharmaceutique comprenant une association pour une utilisation
selon la revendication 14 caractérisée en ce qu’elle se présente (a) sous forme de comprimé

ou (b) de poudre pour étre administrée sous forme de solution ou (c) sous forme d’aérosol.
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