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il

Sommaire

L’utilisation abusive d’antibiotiques au Cameroun souléve des véritables craintes
au sujet des niveaux de sensibilité qui pourraient exister chez des bactéries causant des
maladies transmises sexuellement, tel N. gonorrhoeae, et d’autres bactéries pathogenes.
Notre étude s’est proposée d’analyser les souches de N. gonorrhoeae, isolées dans ce
pays et de les comparer avec celles du Canada. Dans ces deux cas les mémes méthodes
d’étude ont été utilisées. L’identité des souches a été confirmée par les critéres suivantes :
la morphologie des souches, le test d’oxydase et les profils d’utilisation des sucres. Leur
sensibilité a six agents antimicrobiens a été déterminée. Le test de céphalosporine
chromogéne a permis de détecter les souches productrices de f-lactamase (nitrocefine).
De plus, les plasmides ont été extraits par la méthode de lyse alcaline. Les protéines de la
membrane externe ont été analysées sur SDS-PAGE. Toutes les souches étudi€es étaient
sensibles a la ceftriaxone; la cefixime; la spectinomycine; la ciprofloxacine, a I’exception
d’une souche du Cameroun qui a une CMI > 0,5 pg/ml a la ceftriaxone et a la cefixime.
17/30 (56,7%) des isolats de N. gonorrhoeae du Cameroun étaient producteurs de [3-
lactamase (PPNG) contre 9/50 (18%) de ceux du Canada. Parmi les PPNG du Cameroun
8/17 (50%) d’entre eux étaient résistants a la tétracycline (TRNG). Le pourcentage des
isolats résistants a la pénicilline et a la tétracycline du Cameroun et du Canada se chiffre a
56,7% (17/30) et 86,7% (26/30) respectivement, contre 24% (12/50) et 62% (31/50) de
celles du Canada. Les souches du Cameroun et du Canada ont été repartis en quatre
groupes selon leur sensibilité a la pénicilline et a la tétracycline. L’analyse de leur profil
plasmidique montre les bandes a 3,99 Kb, 7,045 Kb, 8,06 Kb et 10,102 Kb. La
classification sérologique a montré que le sérogroupe WIVIII était prédominant chez les
souches sensibles et résistantes dans les deux groupes. Cependant, on a observé une
expression variable de la protéine II (21,5 kDa), aucune association a la résistance n’a pu

étre établie.
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Introduction

La versatilité du Neisseria gonorrhoeae et sa capacité de s’adapter au changement
du microenvironnement ont été remarquées dés aprés l’introduction des agents
thérapeutiques. C’est sans doute les raisons qui ont incité les scientifiques a étudier les
mécanismes par lesquels le gonocoque arrive a s’adapter aux changements. Malgré la
connaissance de certains de ces mécanismes qui sont diis soit a des mutations
chromosomiques, soit a ’acquisition des plasmides R, la croissance de la résistance
demeure. L’évolution de celle-ci est due aux interactions entre les facteurs génétiques et
Ieffet sélectif environnemental. Les rapports sur 1’incidence de la résistance de o.
gonorrhoeae & la pénicilline et a la tétracycline incitent I’Organisation Mondiale de la
Santé (OMS) a réviser la premiére ligne de thérapie pour la gonococcie non compliquée.
Cependant, ces médicaments s’avérent trés onéreux ou parfois non disponibles dans les
pays en voie de développement. Dans ces pays, cette résistance peut étre aussi élevée que
80%. Par ailleurs on observe une décroissance de la sensibilité aux nouveaux agents
antimicrobiens (ciprofloxacine et ofloxacine). Le tourisme et I’immigration favorisent la
dissémination des souches résistantes a travers le monde. Ceci suscite I’inquiétude des
professionnels de la santé. Les infections & gonocoques demeurent de ce fait un probléme

de santé publique.

L’utilisation massive des antibiotiques pour le traitement des infections a
gonocoques et d’autres microorganismes associés aux maladies transmises sexuellement

sont la cause de la résistance aux agents antimicrobiens.



L’automédication, ’utilisation abusive des agents antimicrobiens dans le
traitement curatif et la prophylaxie des infections, et ’absence d’un programme de
surveillance de la résistance aux antibiotiques les plus couramment utilisés sont les
conditions prévalentes au Cameroun. Cette situation va favoriser le développement de la

résistance bactérienne. Tous ces faits cités plus haut motivent cette étude.

Nous nous proposons de caractériser 80 souches cliniques de N. gonorrhoeae
dont 30 souches ont été isolées au Cameroun et 50 souches au Canada, afin de savoir si
celles-ci ont une incidence significative sur leur résistance vis-a-vis de certains

antibiotiques par :
1- la détection de penicillinase,
2- la détermination de leur sensibilité a six agents antimicrobiens,

3- la détermination de leurs sérotypes, afin de mettre en évidence leurs liens avec

la résistance,

4- Iidentification des mécanismes de résistance présents chez ces souches de N.
gonorrhoeae, en analysant les profils des protéines de la membrane de la membrane

externe (OMP), et des plasmides.



a2

1.Généralités

N. gonorrhoeae fait partie des cocci a gram négatif. C’est un agent infectieux qui
fut décrit par Albert Neisser en 1879. Le groupe Neisseria comprend également le
pathogene Neisseria meningitidis, ainsi que les germes saprophytes de la bouche et de la
gorge. L’ €tre humain est son seul hote. Il se transmet surtout par contact sexuel chez les
adultes avec un partenaire infecté, symptomatique ou non. La transmission non sexuelle
est rare (Gilbaugh, 1979) et ceci s’explique par la fragilité du gonocoque a vivre a
I’extérieur de ’organisme, cependant le risque de contamination existe. Le gonocoque
produit une inflammation aigué de I’épithélium colonnaire urogénital. Chez I’homme, il se
manifeste dans 90% de cas, par une urétrite purulente aigué, qui peut se compliquer en
une prostatite, des abces péri-urétraux et une épididymite. Chez la femme I’infection se
localise au niveau de I’endocol, des glandes de Skéne, des glandes de Bartholin, des
glandes para-urétrales et des trompes de Fallope.Mais dans 50 & 75% de cas, elle reste

asymptomatique.

L’ophtalmie purulente du nouveau-né acquise lors de I’accouchement, reste le cas
de contamination non-vénérienne, par contact avec les sécrétions vaginales infectées de la
meére. L’infection génitale ascendante non traitée chez la femme améne des complications
se traduisant par des pelvipéritonites. Elle demeure I'une des causes les plus communes
d’infertilité¢ et de grossesses ectopiques (Sweet, 1987). La gonococcémie et la

ténosynovite sont aussi des conséquences importantes de cette maladie.



Les patients porteurs asymptomatiques risquent de développer une infection
disséminée ou pelvienne. On observe fréquemment une infection concomitante a
Chlamydia dont 20 a 30% des hommes et 30 a 50% des femmes se présentent avec une
gonorrhée associée a une infection & Chlamydia (Ronald et Peeling, 1993). N.
gonorrhoeae est un diplocoque & gram négatif, non sporulé morphologiquement similaire
a N. méningitidis. 11 est aérobie, produit de la catalase, et du cytochrome. 1l se différentie

d’autres espéces de Neisseria par son utilisation exclusive du glucose.

La biologie complexe de la bactérie résulte principalement en une grande capacité
de variation des structures de surface, en un pouvoir d’induire la production d’anticorps
qui peuvent nuire a I’action bactéricide du sérum, et en la capacité de produire des
enzymes qui favorisent, entre autres, l’augmentation de la résistance aux agents
antimicrobiens. Par ailleurs, la libération des mceurs et un manque d’éducation sexuelle
favorisent la propagation de la maladie au sein des populations. Trés peu de pays
possédent un systéme de surveillance permettant d’avoir une véritable estimation de la
prévalence du gonocoque. Au cours de ces derniéres années, le nombre de gonorrhée est
en diminution dans les pays industrialisés (Anonyme, 1991; Danielson, 1990). Dans les
pays en voie de développement, il y a plut6t une haute prévalence et une incidence élevée
de la gonorrhée ainsi que d’autres maladies sexuellement transmises (Piot et Tezzo,
1990). Le contrdle et la prévention de cette maladie vont donc dépendre de I’éducation

communautaire et individuelle, du diagnostic et du traitement des infections.



1.2. Classification du Neisseria gonorrhoeae

Pour les raisons épidémiologiques les souches de N. gomnorrhoeae sont le plus
souvent classées selon la composition de la membrane externe en protéines (sérogroupe),
les caractéristiques physiologiques (auxotype), le contenu plasmidique, et la capacité

d’agglutination avec différentes lectines.

Les sérogroupes de N. gonorrhoeae sont identifiés, soit par le test
d’immunofluorescence, soit par des techniques de co-agglutination. Cette technique est
basée sur I’aptitude de la protéine A de Staphylococcus aureus a se lier a la fraction Fc
des immunoglobulines G (IgG). Les anticorps monoclonaux dirigés contre les différentes
protéines de la membrane externe du gonocoque vont 'se lier a la protéine A du
staphylocoque par la fraction Fc du complément. Les gonocoques se fixent
spécifiquement a la fraction Fab et forment un réseau d’agglutination visible. Cette
technique est disponible en trousse commerciale, et reste la plus utilisée parce qu’elle est

simple, tres spécifique, reproductible et rapide.

Les plasmides ne sont pas une caractéristique stable chez le gonocoque. Leur
capacité discriminatoire est faible, et s’avere limitante pour utilisation comme seul outil
¢pidémiologique. Par conséquent, les plasmides sont étudiés en relation avec d’autres
parametres. Certains profils caractéristiques sont utilisés pour la classification des
souches. Ceux-ci sont liés a I’aire géographique: par exemple le plasmide de 3,2 MDa

permet d’identifier les souches africaines et celui de 4,5 MDa les souches asiatiques.



Des études ont montré que les souches cliniques de N. gonorrhoeae présentant
une diminution de la sensibilité & la pénicilline et a plusieurs autres antibiotiques sont
généralement du sérogroupe WII/WIII ou PIB (Bygdeman, 1981; Rice et coll., 1986;
Palomares et coll,, 1990; Ison et coll., 1990, Ison et Easmon, 1991; Knapp et coll,
1987). Bygdeman et coll., (1982) ont démontré I'introduction de la résistance chez les
souches WI ou PIA sensibles, par transformation avec des souches multirésistantes de
sérogroupe WII/WIII (PIB) dans 100% des essais. Ces résultats montrent qu’il existe une
possibilité de transformation simultanée de deux génes, I’'un coderait pour la résistance et

autre pour une protéine de la membrane externe.

Par opposition a ces rapports, Tzanakaki et coll, (1989) ont trouvé des
différences au niveau des sérogroupes et de la sensibilité aux antibiotiques. Ceci démontre
la grande diversité des phénotypes existant chez le gonocoque. On associe les
sérogroupes du gonocoque a un certain type d’infection. En effet, le gonocoque isol¢ des
patients ayant une infection disséminée ou asymptomatique est généralement du
sérogroupe WI (Knapp et Holmes, 1975; Ison et coll., 1987, Woodford et coll., 1989).
Ces souches sont reconnues comme étant trés résistantes a I’action bactéricide du sérum
humain. Par contre, les souches ayant le sérogroupe WIL/WIII sont le plus souvent isolées
de patients présentant des infections cliniques localisées. Fréquemment, ces souches sont

isolées du rectum chez des homosexuels méles (Bygdeman, 1981; Reid et Young, 1984).



1.3. MORPHOLOGIE ET STRUCTURE

1.3.1. Morphologie

On observe chez le N. gonorrhoeae une grande variation au niveau de I’aspect des
colonies (Gotschlich, 1980; Morello et coll., 1976, Morse, 1979) aprés croissance sur des
milieux de culture solide. L’étude de ce phénoméne a permis d’obtenir plusieurs
renseignements précieux au sujet de la composition de la surface de cette bactérie
(dimension, bordure, couleur et opacité), ainsi que sur différentes propriétés biologiques.
Swanson., (1978, 1979, 1980) et Heckels et coll,, (1981) ont attribué les variations
d’apparence des colonies a la présence de deux groupes de molécules a la surface
bactérienne (les pili, ou les protéines de surface PII). Il est possible de relier certains
aspects de la pathogénicité du gonocoque (adhérence, sensibilité aux sérums humains, le
pouvoir d’invasion) a 1’apparence des colonies (James et coll, 1978). Selon Ia
classification de Kellogg et coll., (1963) il existe quatre types distincts de colonies (T1 a
T4). Les types 1 et 2 sont des colonies de petit diamétre (0.5 mm), de couleur foncee,
convexes, composées de cellules piliées et sont considérés comme virulents. Les types 3
et 4 sont des colonies d’un diamétre plus grand (1 mm), de couleur péle, peu €levées,

composées de cellules non piliées et, sont moins virulents.

Odugbemi et coll., (1978); Salit et coll., (1982); Gonzales et coll., (1984) ont
observé qu’une faible concentration de fer, la présence d’antibiotiques, d’uracile, de

pyruvate ou d’hormones sexuelles dans le milieu de culture peut faire varier ’aspect des



colonies. En outre des colonies exprimant le phénotype transparent peuvent posséder, a la

surface de leurs cellules, des PII ne contribuant pas a I’opacité des colonies.

1.3.2. Structure et enveloppe

La structure de base de la membrane de N. gonorrhoeae est semblable a celle des
autres bactéries a gram négatif. Elle posséde une enveloppe composée de trois différentes
couches: une membrane externe, une couche médiane de peptidoglycane, et une
membrane interne. La membrane externe est constituée des phospholipides, des

lipooligosaccharides, des pili ainsi qu’une varieté des protéines.

Chez les bactéries a gram négatif, c’est au niveau de la membrane externe et
interne que se produisent les modifications liées a la résistance de type chromosomique
aux agents antimicrobiens. Les porines sont des protéines qui permettent la diffusion
passive de molécules hydrophiles comme certains antibiotiques. Les mutations chez les
gonocoques peuvent réduire la perméabilité de cette membrane a divers antibiotiques et
aussi a certains colorants et détergents. Ces mutations qui affectent la perméabilite de la
membrane externe peuvent s’exprimer seules ou de facon additive (Dougherty, 1986,
Guymon et coll., 1978; Faruki et Sparling, 1986). Selon le cas, il peut se produire une

réduction ou une perte totale de la sensibilité a plusieurs antibiotiques.

Dougherty et coll., (1981) et Barbour (1981) ont établi I'importance des

altérations chez des souches isogéniques, ce qui suggere que les protéines cibles de la



penicilline (PCP) puissent étre altérées par des mutations chromosomiques. Chez N.
gonorrhoeae, cette résistance est associée a une réduction de la PCP2. Dans certains cas
la PCP1 peut étre altérée & un degré moindre (Barbour 1981; Dougherty et coll., 1985).
Chez les souches résistantes ou la PCP2 est absente, la PCP1 joue le réle physiologique

de la PCP2 (Dougherty et coll., 1981).
1.3.2.1. Membrane cytoplasmique et peptidoglycane

Le peptidoglycane est un polymére d’acides aminés et de sucres formant une
couche mince entre la membrane externe et la membrane interne. Il est synthétisé a partir
des protéines spécifiques situées dans la membrane interne de N. gonorrhoeae. 1l sert a

maintenir la rigidité de la structure bactérienne.

Chez le gonocoque la synthése du peptidoglycane se fait en plusieurs étapes; les
protéines cibles de la pénicilline (PCPs) sont responsables des deux derniéres étapes
(transglycosylation et transpeptidation). Ces protéines ont un poids moléculaire €levé et
une capacité a se lier de fagon covalente avec la pénicilline et & d’autres antibiotiques de
type B-lactamine. L’absence de ces protéines ou la diminution de leur affinité avec ces
antibiotiques conduit a une résistance de la bactérie & ces antimicrobiens. Trois PCPs (1,
2, et 3), de poids moléculaires respectifs de 87, 59 et 44 kDa, ont été identifiées chez N.
gonorrhoeae (Babour, 1981). La fonction de la PCP 1 réside dans la transpeptidation au
cours de la synthése du peptidoglycane. Celle de la PCP 2 se situe au niveau de I'o-

acétylation (Dougherty, 1985). Quant a la PCP 3, son role demeure encore inconnu.
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1.3.3. Structures antigéniques de N. gonorrhoeae

La plupart des événements conduisant a une infection, incluant I’attachement et
I’internalisation, sont certainement véhiculés par les structures de surface du gonocoque.
Avec I’émergence de la résistance aux antibiotiques, la recherche se base a I’heure
actuelle sur I’identification de ces composantes. Une fois que ces protéines ont &te
identifiées, il reste a trouver leur role dans la pathogénicité. Ces composantes se
présentent en trois grands groupes dans le gonocoque: les pili, les lipopolyssacharides, et

certaines protéines de la membrane externe.

1.3.3.1. Pili

Plusieurs bactéries a gram négatif possédent des annexes cylindriques flexibles.
Celles-ci sont amarrées dans la cellule et s’étendent dans certains micrometres a travers
elle. Les pili sont des extensions protéiques qui proviennent du cytoplasme et traversent
la membrane externe. Ils sont composés de plusieurs sous-unités répétitives identiques
d’une protéine appelée piline. Son poids moléculaire est environ 19 kDa (Buchanan et

coll, 1978).

Les pili du gonocoque ont été le premier antigene associ€¢ a la virulence. Le
passage continuel du gonocoque sur un milieu solide entraine des changements
morphologiques des colonies. Ces changements marquent la différence dans la virulence

de 1a bactérie.
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Des études sur les effets des pili pendant I'infection démontrent qu’ils jouent un
role important dans I’adhésion des bactéries aux cellules des mammiféres pendant
I'infection. Ils sont donc responsables de 1’attachement a la surface des cellules
épithéliales et sont liés a I’état de compétence par transformation. Le poids moléculaire
des sous-unités des pili du gonocoque est trés variable, tant au sein de la méme souche
qu’entre autres. Lambden et coll., (1981) ont démontré qu’une souche de gonocoque P9
possede de pili avec des poids molé€culaires variant de 18,5 a 20 kDa. Chez le gonocoque
I"autolyse débute promptement. Un pool d’ADN du gonocoque exogéne est disponible
dans les cellules compétentes, et peut étre utilisé dans les effets de conversion de genes
pour altérer le prototype des pili. L’ADN saisit les mutants déficients et les cellules

normales traitées avec la DNase.

En conclusion la présence de pili a la surface des gonocoques favorise I’adhérence
aux cellules épithéliales des muqueuses. Cet avantage qu’ont les pili peut disparaitre lors
des repiquages successifs in vifro (Lambden et coll., (1982); Swanson (1978)). Ceci
indique qu’une pression sélective favorisant la présence de pili est exercée par ’hdte. La
grande variabilité des sous-unités de piline confére un avantage aux gonocoques. Ils
peuvent ainsi résister aux défenses immunitaires de I’h6te (Swanson et Barrera, 1983

Cannon et coll., 1984).

3.3.2. PROTEINE I
Cette protéine est souvent appelée la protéine majeure de la membrane externe

(MOMP: major outer membrane protein). La protéine I (PI) constitue plus de 60% des
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protéines totales. Au sein d’une souche de N. gonorrhoeae la PI est constante. Cependant
il existe des variations entre les souches. Ces variations sont observées dans les différents
poids moléculaires entre 32-38 KDa (Johnston et coll., 1976 ; Lambden et coll.,, 1979 ;

Swanson, 1977).

La PI existe sous deux formes liées par leur structure, PIA et PIB. La forme PIA
tend a étre relativement plus petite avec des poids moléculaires variants entre 32-36 kDa,

tandis que celle de la PIB a des poids moléculaires variants entre 36-38 kDa.

La classification sérologique du gonocoque est basée sur cette protéine a cause de
son expression relativement stable. Wang et coll., (1977) ont distingué trois groupes
sérologiques (A, B, et C) au sein de I’espéce N. gonorrhoeae en utilisant un test
immunofluorescent. Cette méthode a €té remplacée par un test de coagglutination qui
divisait le gonocoque en trois groupes sérologiques distincts, WI, WII et WIII
(Sandstrom et Danielson, 1980). Puis cette méthode a été alors améliorée par le
développement d’un test d’ELISA avec PI partiellement purifiée. Celui-ci divise le
sérogroupe WI en sérotypes 1, 2 et 3 ; le sérogroupe WII en sérotypes de 4,5,6,7 et 8; et
WIII en sérotype 9. Des études subséquentes ont permis I’identification de deux
expressions différentes de cette protéine, protéine IA (PIA) et protéine IB (PIB). Deux
séparations dimensionnelles d’apergus triptyques ont montré que les protéines WII et

WIII ont toute la protéine PIB, tandis que le groupe WI a la protéine PIA.



Toutes ces méthodes de classification utilisaient des anticorps polyclonaux. Tam
et coll, (1982) ont développé une méthode utilisant six anticorps monoclonaux
spécifiques de la PIA et six autres de la PIB. Les souches ont été caractérisées
sérologiquement par leur test de réactivité avec ces anticorps monoclonaux, et chaque
test réactif était appelé sérovar. Cette méthode a permis d’identifier 18 sérovars PIA et
28 sérovars PIB (Knapp et coll, 1984). Ces anticorps sont utilisés pour les études

épidémiologiques.

Les souches porteuses de PIA ont été associ€es a la résistance. La PI se présente
sous forme de trimére. Ces triméres peuvent s’associer a une molécule de la PIII et le
lipopolyssacharide, formant ainsi des structures complexes de la membrane externe. La
structure trimérique agit comme une porine, contribuant au passage sélectif des molécules

hydrophiliques & travers la membrane externe (Blake et coll., 1983).

Au départ la génétique de la membrane externe du gonocoque a été trés peu
comprise. Cannon et coll., (1980) lors des études de transformation génétique, ont
observé que lorsque le géne mmp-/(new membrane protein), €tait transféré la souche
réceptrice exprimait une nouvelle PI de poids moléculaire plus élevé. Ce poids etait
semblable a celui de la souche donatrice. Ils ont aussi noté, qu’il y avait transfert
simultané du marqueur génétique penB2 (ce dernier étant proche du géne nmp-I, mais
distinct sur la carte génétique du gonocoque), ce qui entraine une augmentation de la

résistance non spécifique a plusieurs colorants et antibiotiques.
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1.3.3.3. Protéine I (PII)

La protéine II est une protéine monomérique impliquée dans I’adhésion du
gonocoque aux cellules épithéliales et aux neutrophiles. Son poids moléculaire varie de
20 a 30 kDa selon le mode d’extraction ou la température. La solubilisation de cette
protéine a 37°C donne des poids moléculaires plus faibles que lorsqu’elle est solubilisée a
haute température (Blake, 1985). Par ailleurs ce poids moléculaire n’est pas modifié en
présence des agents réducteurs (Heckels, 1977, 1981). Le poids moléculaire apparent et
’antigénicité des PII synthétisées par divers variants d’une méme souche sont tres
variables (Lambden et coll., 1979 Swanson, 1977). Elle a des similarités fonctionnelles
avec les pili, et est liée 4 1’apparence des colonies. Les colonies qui la possédent sont
opaques (PII") et celles qui sont dépourvues sont transparentes (PII'). Cependant, il y a
des PII qui ne contribuent pas a 1’opacité des colonies. En effet, a4 I’aide de marqueur a
’iode radioactif, on a observé la présence de PII a la surface des cellules formant des
colonies de phénotype transparent (Swanson., 1982). A la différence de la PI, la PII se
présente en quantité variable. Elle est caractérisée par un profil antigénique d’évolution
variable et rapide. Son expression varie durant I’infection selon la localisation anatomique
de I'infection. Parfois, les souches isolées du pharynx, du rectum et du col utérin d’un
méme patient sont différentes. Cette différence s’observe parmi les souches isolées du col
utérin pendant les menstruations probablement a cause des modifications dans les
protéases, le pH, les hormones ou d’autres facteurs (James et Swanson, 1978). Les

souches des sites normalement stériles comme les trompes de Fallope, le sang et le liquide
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synovial présentent des colonies transparentes. Par contre, les bactéries isolées des

muqueuses ont une apparence opaque (Swanson, 1982; Draper et coll., 1980).

En 1982 Swanson a démontré qu’une souche de gonocoque peut synthétiser
jusqu’a 6 PII différentes. Mais, on ne peut observer qu’une ou deux a la surface des
cellules d’un variant particulier. Selon Diaz et Heckels (1982), il est probable que les
populations de N. gonorrhoeae changent continuellement leur composition en PII
devenant ainsi des cibles antigéniques difficiles & suivre pour le systéme immunologique.
Récemment Swanson et Barrera (1983) ont montré que les PII partagent un épitope
commun peu accessible pour les anticorps. Chaque PII porte un antigéne qui lui est

propre.

1.3.3.4. Protéine I1I (PIII)

Elle a été décrite pour la premiére fois par McDade et Jonhson (1980), cette
protéine est similaire chez toutes les souches de gonocoques (Blake et coll., 1981). Elle
se présente sous forme de monomére. Selon Swanson et coll., (1982) la PIII est un
antigéne de surface commun & plusieurs souches. 11 est tres difficile de I’obtenir a I”état
pur car elle est fortement liée a la PI. Cependant on peut I’obtenir sous la forme
d’hétéropolymeére, ce qui favoriserait les réactions croisées lors du sérotypage (Judd,
1982 b, McDade et Johnson 1980, Newhall et coll., 1980). Cependant, il est possible de
les séparer avec des traitements a des pH plus élevés que ceux utilisés pour la purification

de PI et PII. Contrairement a la PI, la PIIl est résistante a I’action d’enzymes
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protéolytiques (Blake et coll., 1981). Son poids moléculaire varie entre 30 et 31 kDa. En
présence des agents réducteurs le poids moléculaire de la PIII est de 31 KDa et est de 30
kDa en absence de tel réactif (Blake et coll., 1985). La fonction de la PIIT n’est pas
complétement €lucidée. Il semble qu’elle joue un role important dans la pathogénie. Elle
empéche la liaison des anticorps a la bactérie, diminuant ainsi I’action bactéricide du
sérum (Wetzler et coll., 1989) et facilitant la dissémination du microorganisme (Joiner et
coll, 1985; Rice et coll., 1986). Virji et Heckels,.(1989) ont découvert un épitope sur un

anticorps monoclonal auquel on attribue cet effet de blocage.
1.3.3.5. Lipopolysaccharide (LPS)

Un lipopolysaccharide complet ou de type "S", est en partie composé d’un
polysaccharide antigénique "O" de poids moléculaire élevé. Ce polysaccharide spécifique
a I’espece bactérienne, est li¢ & un "core" généralement composé de monosaccharide ainsi
que de ’acide 2-céto-3-déoxy-octonique (KDO). Le "core" quant a lui est lié, via un des
résidus KDO, au lipide A, principale structure responsable de la toxicité du LPS
(Stephens et coll, 1982). Le LPS possede une région hydrophile polaire, le
polysaccharide "core", et une région hydrophobe, le lipide A. On trouve également un
LPS de type "R" ou le "core" est lié seulement au lipide. Les LPS comme beaucoup
d’autres antigénes du gonocoque, sont hautement variables (Griffiss et coll.,, 1989). Sur
SDS-PAGE les LPS du gonocoque apparaissent entre 3,2 et 7,1 kDa, comme ceux des
mutants d’autres bactéries a gram négatif telles que : E. coli, Salmonella thyphimurium

(Schneider et coll., 1984). Ces mutants ne produisent pas d’antigéne "O" qui fut trouvé
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absent des LPS du gonocoque (Stead et coll., 1975). La structure chimique et physique
générale de LPS du gonocoque a été élucidée et ressemble étroitement aux
glycosphingolipides humains plutdt qu’aux LPS des bactéries entériques (Griffiss et coll.,
1988). Le lipide A est essentiellement conservé, mais il est substitué a des quantités
variables d’acides gras '“C, qui sont des variables hydrociliés. La variation du poids
moléculaire de ces antigénes dépend de la portion polysaccharidique de la molécule. Cet
antigéne est la cible des anticorps bactéricides dans le sérum humain normal. Il a été
montré que sur une infection, cet antigéne stimule la réponse immunitaire (Apicella et
coll., 1986). Par conséquent ces propriétés endotoxiques sont responsables du dommage
tissulaire survenant lors d’une infection naturelle. On ne connait pas encore I'importance
exacte du LPS en tant que déterminant de la pathogénicité chez N. gonorrhoeae, mais la
composition du LPS semble déterminée ou influencée certaines propriétés phénotypiques

de la cellule (Guymon et coll., 1982).

1.3.3.6. Autres protéines

Plusieurs autres protéines de la membrane externe du gonocoque ont €té
également caractérisées. On retrouve I’antigéne H8 de poids moléculaire apparent de 30
kDa (solubilisé a 100°C), alors que cette molécule n’est pas présente a la surface des
autres espéces de Neisseria (Cannon et coll, 1984). Newhall et coll. (1980) ont décrit un.
complexe protéique a poids moléculaire élevé, qu’ils ont désigné "OPM-MC", et celui-ci
est retrouvé chez tous les gonocoques. D’autres chercheurs ont observé que lorsque la

croissance du gonocoque se fait dans un milieu riche en fer, il y a apparition de protéines
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de 100, 70, et 30 kDa a la surface de la membrane externe. Ces protéines sont
responsables de I’incorporation du fer dans la cellule (Cannon et coll., 1984). Et elles sont
probablement des composantes d’un systéme riche en fer et ont une affinité hautement

similaire a d’autres pathogénes a gram négatif (Neilands 1982).

La protéase IgA est produite a la fois par N. gonorrhoeae et N. méningitidis. Elle
pourrait étre un facteur de virulence, mais sa fonction n’a pas encore été clairement
définie (Plaut et coll,, 1975). Le dernier groupe de protéines de surface reconnues
comprend les complexes macromoléculaires d’OMP de poids moléculaires trés €leves
(Newhall et coll, 1980, Hansen et Wilde, 1984) qui sont présents chez toutes les souches

de gonocoques et toutes les souches antigéniquement relies.

1.4. Croissance et métabolisme

N. gonorrhoeae est un microorganisme difficile a cultiver a cause des acides gras
toxiques et des traces de métaux contenus dans la peptone et I’agar (Gotschich, 1980),
qui entrent dans la fabrication des milieux de culture. Les gonocoques sont des
microorganismes a gram négatif atypiques en ce qui concerne sa sensibilité aux acides
gras a longue chaine. La membrane externe de sa paroi cellulaire est trés perméable aux
acides gras. La composition du milieu de culture détermine le temps de génération (une
cinquantaine de minutes dans un milieu trés complexe), le métabolisme et la composition

du gonocoque (Morse, 1979).
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Le gonocoque requiert le fer libre pour sa croissance (Morse, 1979). Celle-ci est
optimale & une température se situant entre 35 et 37°C, a pH de 7,2 et est stimulée par la
présence de 5 a 10% de CO, L’humidité est également trés importante (Morello et
coll.,1980; Todd et coll., 1984). Le gonocoque n’utilise efficacement que le glucose,
’acide pyruvique et ’acide lactique comme source d’énergie (Morse, 1979; Morse et
coll, 1980). On retrouve chez le gonocoque les enzymes des principales voies
d’utilisation du glucose (Enter-Doudoroff, Embden-Meyerhof, et la voie des pentoses),
mais la voie d’Enter-Doudoroff serait la plus utilisée (Morse, 1979). Ces bactéries sont
des microorganismes fastidieux qui ont des besoins complexes pour leur croissance. Les
Neisseriaceae sont facilement différentiables par leur capacité a fermenter certains
hydrates de carbone. Chez le gonocoque, les carbohydrates utilisés comme source de
carbone sont le glucose, le lactate ou le pyruvate (Catlin, 1973). Cette caractérisation

permet de différencier le N. gonorrhoeae des autres especes de Neisseria.

1.5. Sensibilités aux antibiotiques

Le traitement du gonocoque ne peut étre conduit de maniére rationnelle que si la
sensibilité du germe aux antibiotiques est connue. Durant les deux derniéres décennies, la
sensibilité du gonocoque aux antibiotiques a diminué de fagon marquée. Plusieurs
chercheurs ont rapporté I’existence d’une base commune a cette multirésistance.
L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) et le Centre de Controle des Maladies et de
la Prévention ne cessent de multiplier les efforts dans la lutte contre cette maladie. IIs

proposent des lignes thérapeutiques et des programmes d’éducation sanitaire. Etant
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donné que la sensibilité de N. gonorrhoeae aux antibiotiques est variable en fonction de
’origine géographique ou raciale et que I’échec thérapeutique est souvent dii a la
présence de souches relativement résistantes, il est donc important de connaitre le profil
de sensibilité de ce microorganisme pour les raisons thérapeutiques et aussi pour des

raisons épidémiologiques.

Par comparaison & d’autres bactéries a gram négatif, le gonocoque est reconnu a
étre sensible de fagon intrinséque aux agents antimicrobiens. Cependant, il s’est installé
un processus de sélection graduelle des mutants résistants par la pression sélective
exercée par des antibiotiques utilisés dans la thérapeutique. Actuellement dans certaines
régions, I'utilisation de certains antibiotiques est proscrite. Ceci est attribué a la résistance
plasmidique (extrinséque) et/ou chromosomique (intrinseque). La résistance
chromosomique touche plusieurs antibiotiques alors que la résistance a médiation

plasmidique est limitée a la pénicilline et a la tétracycline.

1.5.1. La pénicilline

Au début de I’ére des antibiotiques, I'utilisation de la pénicilline a été un
traitement de choix de la gonorrhée. Les souches isolées dans les années 1940 étaient
inhibées par des concentrations de 0,01 pg/ml. Mais aprés 10 ans d’utilisation, des
souches moins sensibles sont apparues. Reyn et coll., (1958) ont rapporté que 17% des
souches isolées étaient modérement résistantes & la pénicilline. Depuis lors, une

augmentation graduelle de la résistance due a I’accumulation de mutations de type
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chromosomique a été observée. Cependant I’antibiotique est demeuré actif et utilisable
pour le traitement de la maladie. Ce type de résistance reste d’un grand intérét depuis

I’apparition des épidémies ces derniéres années (Faruki et coll., 1985).

En 1976, Papparition des souches résistantes productrices de B-lactamase
(résistance plasmidique) a réduit de fagon drastique I’efficacité de la pénicilline dans le
traitement de I’infection gonococcique. Cette résistance constitue actuellement un
véritable probléme dans plusieurs pays ou le nombre de souches résistantes est en
augmentation constante (Whittington et Knapp, 1988). Dans certains pays cette
résistance aurait, selon Lind (1990) et Whittington et Knapp (1988) un caractére
épidémique. Pour ces raisons la pénicilline devrait étre rarement utilisée pour le traitement
de la gonorrhée, surtout dans les pays en voie de développement qui constituent une
réserve épidémiologique des souches relativement résistantes isolées en proportions

elevées.

1.5.2. La tétracycline

Actuellement une proportion importante des souches gonococciques se révele peu
sensible & la tétracycline. La résistance a la tétracycline a également augmenté au cours

des derniéres années.

Elle est due a I’apparition d’un plasmide de 25,2 MDa, lequel détermine un niveau

de résistance tres élevé (CMI > 16pug/ml).
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Le premier cas de résistance plasmidique a cet antibiotique a été identifié au New
Hampshire en 1982 (Anonymes, 1985). L’ensemble de toutes les données publiées
jusqu’a present démontre que la plus haute résistance a la tétracycline observée dans
plusieurs pays est attribuée a des mutations chromosomiques et/ou a la présence des
plasmides. Aux Etats-Unis, cette résistance est principalement rencontrée a Philadelphie

et a Baltimore (Anonymes, 1990 ; Schawarcz et coll., 1990).

Des études ont rapporté de 1985 a 1986 des épidémies causées a la fois par des
souches résistantes par médiation plasmidique & la pénicilline et a la tétracycline. Depuis
les premiers cas, ces souches sont devenues de plus en plus prévalentes. Cette tendance
peut étre un reflet de la réponse du microorganisme & [’utilisation massive de la
tétracycline dans le traitement des infections & gonocoques en concomitance avec le
Chlamydia. Schawarcz et coll., (1990) ont démontré que les souches de N. gonorrhoeae
qui présentaient une résistance de type chromosomique a la pénicilline et a la tétracycline,

seraient aussi résistantes a la céfoxitine.

1.5.3. Spectinomycine

Dans plusieurs régions la spectinomycine est devenue le médicament de choix
‘pour le traitement des infections a PPNG. Malgré ses concentrations minimales
inhibitrices (CMI) élevées (16-32 pg/ml), la spectinomycine est utilisée avec succes en
dose unique dans le traitement de la gonorrhée causée par les souches PPNG et les

souches résistantes a la tétracycline de N. gonorrhoeae. Elle n’est pas active contre les



infections pharyngées. Cependant, elle est recommandée pour les infections uro-génitales
et anales. La spectinomycine est mieux pergue pour les patients allergiques a la pénicilline

et aux céphalosporines.

Les premiéres souches résistantes a la spectinomycine ont été rapportées par
Ashfort et coll., (1981). Les souches résistantes a la spectinomycine demeurent rares,
quoiqu’une éruption soit apparue en Corée et aux Royaumes-Unis (Ison et coll., 1983)
ou la spectinomycine a été amplement utilisée pour le traitement de la gonorrhée. Aux
Etats-Unis cette résistance est encore rare (Zenilman et coll., 1987). La résistance a la
spectinomycine peut coexister avec la résistance de type plasmidique et/ou

chromosomique a d’autres antibiotiques (Ison et coll., 1983).

1.5.4. Ceftriaxone

La plupart des céphalosporines de la premiére génération sont moins actives sur
les gonocoques que la pénicilline G. Les souches relativement résistantes a la pénicilline le

sont aussi a ces céphalosporines.

La cefiriaxone, une céphalosporine de troisiéme génération, est actuellement
recommandée comme traitement de choix dans la thérapie de la gonorrhée dans toutes les
régions géographiques. Elle est administrée en dose unique et généralement bien tolérée
par les patients. Elle est aussi trés efficace dans le traitement des infections non

compliquées (Moran et Zenilman, 1990). Jusqu’a présent la résistance a la ceftriaxone, et
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aux autres céphalosporines de troisiéme génération n’a pas été rapportée chez le
gonocoque, méme dans les pays ou elle est amplement utilisée (Clendennen, 1992).
Cependant, Sarasua et coll., (1990) ont noté une diminution de la sensibilité¢ chez les
souches possédant une résistance élevée a d’autres antibiotiques. Cette baisse de
sensibilité est plus accentuée parmi les souches avec une résistance chromosomique a la
tétracycline et a la pénicilline par rapport a celles ayant uniquement une résistance
plasmidique aux deux antibiotiques. Récemment, une autre céphalosporine de troisiéme
génération (cefixime), a été rendue disponible dans certains pays. Les premiers rapports
sur son efficacité viennent des pays ot les souches de gonocoque ont une résistance tres
élevée a la pénicilline. Son efficacité est comparable a celle de la ceftriaxone (Handsfield

et coll., 1991; Plourde et Coll., 1992).

1.5.5. Autres antibiotiques

Le thiamphénicol a été utilisé avec succés dans le traitement de la gonococcie en
France (Siboul et coll., 1972) et en Afrique (Latif et coll, 1986) pendant plusieurs
années. On a observé une forte corrélation positive entre la résistance chromosomique et
celle du thiamphénicol. La propagation de la résistance des souches & la pénicilline
indiquerait également une progression des souches moins sensibles au thiamphénicol. Par
conséquent, ceci implique un risque croissant d’un échec de thérapie au thiampheénicol

(Lassau et coll., 1987; Bogaerts et coll., 1987).
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La résistance aux fluoroquinolones apparait aussitot apres I’introduction de la
premiére génération de quinolone (Harrison et coll, 1984; Inga Lind, 1997). L’utilisation
abusive des fluoroquinolones dans certaines régions a provoqué une augmentation des
CMIs chez N. gonorrhoeae a Hong Kong et la République de Philippines ou 10% des
souches sont résistantes. En Amérique du Nord 50% de souches ont une sensibilité
décroissante aux quinolones (Knapp et coll,, 1997). Cette résistance a provoqué la

résistance chez d’autres espéces bactériennes (Joyce et coll., 1988).

Cependant, les fluoroquinolones et les quinolones de premiéres générations
peuvent encore étre utilisées chez les patients allergiques a la pénicilline. Par contre, elles

ne sont pas recommandées chez les femmes enceintes et les adolescentes.

Le céfotétan, une céphalosporine de deuxiéme génération, posséde un large
spectre d’activité antimicrobienne. Celui-ci présente une meilleure activité in vitro chez
les souches de N. gonorrhoeae avec une résistance plasmidique que chez les souches
possédant une résistance de type chromosomique (Jones, 1991).

Le céfotétan est récommandé par le CDC dans le traitement de la maladie inflammatoire
(Moran et Zenilman, 1990). Plusieurs agents antimicrobiens tels que la doxycycline,
I’érythromycine, I’azactam, et ’aztréonam sont également utilisés dans le traitement de la

gonorrhée. L’utilisation de I’aztréonam est plus limitée.
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1.6. Déterminants et facteurs de résistance aux antibiotiques

Les facteurs de résistance aux antibiotiques chez le gonocoque sont situ€s sur les
chromosomes, les plasmides et les transposons. Ces deux derniers sont surtout impliqués

dans la dissémination de la résistance.

Les plasmides sont des ADN bicaténaires, circulaires et extra chromosomiques. Ils
sont de tailles variables et capables de se multiplier de fagon autonome. Ils sont porteurs
de génes supplémentaires généralement non essentiels a la survie du microorganisme
hote. Initialement, ils ont été identifiés chez Escherichia coli. 1ls sont adaptés pour servir
d’agents d’évolution génétique et de dissémination des genes de la résistance. Ils
permettent le transfert d’autres génes qui peuvent modifier le phénotype de la bactérie
réceptrice, en lui apportant des modifications au niveau des fonctions métaboliques
(Foster, 1983). Chez N. gonorrhoeae les plasmides peuvent €tre classés selon le role
qu’ils jouent dans les cellules. On distingue donc trois catégories de plasmides: les

plasmides conjugatifs, le plasmide cryptique et les plasmides de résistance.

1.6.1. Plasmide conjugatif

En 1940, un plasmide conjugatif de 24,5 MDa a été identifié chez N. gonorrhoeae
dans des régions géographiques délimitées (Robert et coll., 1979). Ce plasmide de
conjugaison est capable de réaliser son propre transfert. Il permet aussi le transfert de

génes chromosomiques et plasmidiques, qui déterminent la production de I’enzyme B-
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lactamase. Ce transfert est fait avec efficacité entre souches de N. gonorrhoeae et entre
N. gonorrhoeae et N. meningitidis ou a d’autres espéces (Ikeda et coll., 1986). Le
plasmide conjugatif est souvent considéré comme étant le principal disséminateur de la

résistance puisqu’il facilite le transfert des plasmides de résistance.

Le plasmide de 24,5 MDa, n’est pas responsable en soi de la résistance aux
antibiotiques, mais I’insertion du géne zefM introduit la résistance a la tétracycline. Le
plasmide 25,2 MDa, qui détermine la résistance a la tétracycline, accomplit les mémes
fonctions que le plasmide de 24,5 MDa. Le grand pouvoir de dissémination de ces deux
plasmides les rend responsables des conséquences au niveau de I’épidémiologie de la
résistance aux agents antimicrobiens. Les souches les plus aptes a recevoir les plasmides

f-lactamases sont celles qui possédent le plasmide conjugatif. (Robert et Falkow, 1977).

1.6.2. Plasmide cryptique

On trouve chez N. gonorrhoeae un plasmide cryptique (sans aucune fonction
connue) d’un poids moléculaire 2,6 MDa, on le retrouve dans 100% des souches (Falk et
coll,, 1988; Palomares et coll., 1990). Miller et coll., (1982) suggérent qu’il puisse étre lié
a la résistance a la vancomycine. Ce plasmide n’a pas été trouvé parmi les souches
sensibles a la vancomycine, et aucun autre chercheur n’a encore confirmé cette relation.
L’utilisation de la vancomycine dans les milieux d’isolement de N. gonorrhoeae réduit les
possibilités d’obtenir de souches sensibles, et de pouvoir confirmer cette relation entre les

souches sensibles et I’absence de ce plasmide. Plusieurs autres plasmides ont été trouvés:
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un plasmide de 7,8 MDa a été isolé chez des souches PPNG et non-PPNG (Odugbemi et
coll,, (1983), Palomares et Coll., (1990)). Aucune fonction n’a été associée a ces

nouveaux plasmides.

1.6.3. Plasmide de résistance a la pénicilline

La découverte aux Philippines d’une souche de PPNG, a été signalée en 1975
(Siegel et coll., 1977). En 1976, une souche PPNG a été decelée aux Etats-Unis par
Ashford et coll., (1976) D’autres cas furent rapportés en Angleterre a cette €époque
(Phillips, 1976; Percival et coll, 1976; Turner et coll, 1976). A Liverpool, trés vite le
nombre de souches de PPNG s’est élevé a 9% (Turner et coll., 1976).

Depuis lors, des cas de PPNG ont été découverts dans plus de 15 pays parmi lesquels se
trouvent la Hollande (Blog et coll,, 1977), la Norvége (Odegaard et coll, 1976), la
Belgique (Piot, 1977), I’Afrique du Sud (Hallett et coll., 1977). Plusieurs études ont
démontré clairement que 1’Afrique Orientale constituait une autre source de souches
PPNG. L’ enzyme responsable de cette résistance & la pénicilline est une B-lactamase de
type TEM-1 apparentée a celle isolée chez Haemophilus spp et chez les entérobactéries.
Cet enzyme, posséde une forte activité contre les benzylpénicillines et les céphalosporines

(Brunton et coll., 1986).

Deux plasmides génétiquement différents ont été isolés, I'un de 4,4 MDa pour les
souches du Sud-Est asiatique et I’autre de 3,2 MDa pour les gonocoques d’origine

anglaise et Est-africaine (Perine et coll., 1977, Robert et coll., 1977). Ces plasmides
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contiennent tous deux une importante quantité d’ADN transposable correspondant a une
séquence 7M2. Cette sequence constitue un code, pour la résistance a I’ampicilline. Elle
est transférable aux entérobactéries et a 1'H. influenzae (Elwell et coll., 1977). A la
différence du plasmide de type asiatique, le plasmide de type africain n’a pas été associé
immédiatement au plasmide conjugatif (Brunton et coll, 1986). 11 semble que la
dissémination des souches porteuses du plasmide de 3,2 MDa est plus limitée que celles
possédant le plasmide de 4,4 MDa. Ces derniéres souches sont fréquemment associées au

plasmide conjugatif de 24,5 MDa (Falk et coll., 1988; Palomares et coll., 1990).

La prévalence du plasmide de 3,2 MDa a diminué au cours de ces derni¢res
années dans certains pays, méme si les souches transportent occasionnellement le
plasmide conjugatif de 24,5 MDa (Ison et coll., 1990). Selon Ison et coll., (1986) cette
différence est due a une liaison instable entre le plasmide conjugatif et le plasmide de 3,2
MDa. Knapp et coll., (1986) ont montré que ce plasmide pouvait se perdre rapidement en

laboratoire lors des passages dans des milieux non sélectifs.

A partir des souches isolées de patients ayant acquis I’infection & Rio de Janeiro et
en Afrique du Sud, Van Embden et coll., (1985) ont identifié un plasmide de 2,9 MDa

(type Rio) codant pour une B-lactamase.

Un plasmide de 3,05 MDa (type Toronto) codant pour une B-lactamase a été

décrit au Canada par Yeung et coll., (1986) ; et par la suite au Japon, a Taiwan, a
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Singapour, aux Philippines et aux Etats-Unis par Sarafian et coll., (1990); le méme
plasmide a été trouvé en Gréce par Tzanakaki et coll., 1989. Gouby a décrit un autre

plasmide de (4,0 MDa) a Nimes en 1982.

Un autre plasmide de 6,5 MDA qui code pour la production de I’enzyme §3-
lactamase a été rapporté en Nouvelle-Zélande (Breatt, 1989). Dans leur rapport, il s’agit

d’un plasmide instable dans des milieux non sélectifs.

Pariser et coll., (1982) démontrent que, chez le gonocoque !’€élimination des
plasmides codant pour la résistance & la pénicilline pourrait s’effectuer rapidement en
absence de la pression sélective exercée par cet antibiotique. Par contre, d’autres facteurs
de résistance peuvent émerger comme conséquence des nouvelles transpositions ou des
délétions qui seront facilement disséminées. Ce qui donne I’aptitude aux plasmides

conjugatifs de se propager parmi les espéces de Neisseria et d’autres microorganismes.

1.6.4. Plasmide de résistance a la tétracycline

Un plasmide de 25,2 MDa codant pour une résistance €levée a la tétracycline (>16
pg/ml) peut étre présent chez N. gonorrhoeae. TetM, est le géne responsable de cette
résistance. I se localise dans un transposon similaire & celui des streptocoques. Ce
plasmide retrouvé aussi chez N. meningitidis, peut réaliser le transfert conjugatif des
plasmides de B-lactamase de N. gonorrhoeae vers N. meningitidis et vers d’autres

especes de Neisseria (Robert et coll., 1988).
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Le plasmide de 25,2 MDa a une double fonction (résistance et conjugaison), ce
qui suggere que les souches porteuses puissent disséminer la résistance plasmidique dans
la nature, chez les Neisseriaceae et chez d’autres espeéces pathogeénes. Cette
caractéristique lui confére une grande importance épidémiologique. Morse et coll., (1986)
montrent que le déterminant 7erM peut étre transféré a des souches sensibles qui

possedent le plasmide de 24,5 MDa par transformation.

1.6.5. Origine des plasmides de résistance a la pénicilline et a Ia tétracycline

Le géne de résistance a la tétracycline fefM est localisé dans un transposon présent
chez certaines bactéries & Gram négatif et Gram positif. La provenance du déterminant
tetM chez les gonocoques n’est pas encore bien identifiée. On retrouve €galement le
méme géne chez d’autres pathogénes génitaux coexistant avec les gonocoques, a savoir
les streptocoques, Mycoplasma hominis, Ureaplasma et Garnerella vaginalis (Morse et
coll., 1986). 1l est aussi possible que le déterminant zefM soit associé¢ au plasmide original
par une recombinaison dans des cas autres que la transposition (Gascoyne et coll., 1990).
Il existe une homologie entre le plasmide 24,5 MDa et celui de 25,2 MDa qui a été
retrouvé chez des souches de gonocoques isolées en Hollande. Cette homologie suggere
que le plasmide de 25,2 MDa résulte de I’insertion du transposon fefM dans le plasmide

de 24,5 MD (Morse et coll. 1986 ).

Des analyses moléculaires effectuées sur les plasmides provenant des souches des

Etats-Unis, de la Hollande et de la Grande-Bretagne ont démontré que ceux-ci différent
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malgré qu’ils soient porteurs du déterminant 7eM et ont un poids moléculaire similaire
(Gascoyne et coll., 1991). 1l est donc question de deux types de plasmides produits dans

des circonstances génétiquement différentes.

Un rapport fait par Jahn et coll., (1985) mentionne la présence d’un plasmide de
10,5 MDa associé a la résistance a la tétracycline en Allemagne, cependant d’autres
publications démontrant la présence de ce plasmide dans d’autres régions géographiques
n’ont pas été rapportées. Il est fort probable que les plasmides codant pour la B-lactamase
chez les gonocoques auraient été transmis par conjugaison avec des especes de la famille
Haemophilus. McNicol et coll., (1983) et Brunton et coll., (1982) ont fait des études
moléculaires des souches d’H. ducreyi et N. gonorrhoeae. Celles-ci démontrent que A.
ducreyi contient le transposon Tn2 complet ainsi que les plasmides de 7 et 5,7 MDa
codant pour la production de B-lactamase. Cependant, les gonocoques produisant la 3-
lactamase possédent 40% du transposon original. De ces études on peut conclure que les
plasmides des deux espéces sont identiques et que la différence se trouve au niveau de la
séquence incompléte du transposon 7n4. Selon McNicol et coll., (1983) cette différence
est due a une perte avant ou pendant le transfert conjugatif. D’autres études ont démontré
que la différence ente les plasmides de 3,4 et 4,7 MDa chez les gonocoques est due a

I’insertion d’une séquence de 1,3 MDa présente aussi chez H. ducreyi.

Il a été démontré qu’une délétion de 100 paires de bases du plasmide de la souche
de Toronto est a I’origine de celui de la souche de Rio. Par contre une relation possible

de ces plasmides avec le plasmide de la souche de la Nouvelle-Zélande n’a pas €té mise



en évidence. Les souches Toronto et celles de Rio sont dérivées de la souche asiatique

(Dillon et coll., 1986).

1.6.6. Mutations

Une faible résistance a divers antibiotiques, dont la tétracycline, le
chloramphénicol et 1’érythromycine, s’est développée en méme temps qu’une faible
résistance a la pénicilline (Sparling et coll., 1977). Cette observation suggérait a 1’époque
que la résistance multiple pouvait étre causée par une modification de la perméabilité de
I’enveloppe cellulaire. 11 a été montré, par la suite, que les génes codant pour la résistance
a la streptomycine, a la spectinomycine, a la tétracycline et au chloramphénicol sont liés
(Morse, 1979). Dans le cas des antibiotiques agissant au niveau de la synthése protéique,
la résistance est probablement due a une altération des ribosomes (Sparling et coll,,
1977). 1l semble qu’une protéine de la sous-unité 30s du ribosome soit altérée lors de la

resistance a la streptomycine et a la spectinomycine (Morse, 1979).

Différents niveaux de sensibilité a plusieurs agents antimicrobiens se retrouvent
chez des souches cliniques de N. gonorrhoeae. La résistance chromosomique, considérée
de bas niveau par rapport a la résistance plasmidique, est la conséquence de mutations au

niveau du chromosome bactérien.

Les loci penA, penB et mir (multiple transformable résistance) ont été impliqués

dans la résistance a la pénicilline. L’expression phénotypique de la mutation penA est une
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réduction d’affinité de la PCP2 pour la pénicilline (Sparling et coll., 1975; Dougherty et
coll., 1980). Cette mutation est aussi responsable de la diminution de la sensibilité aux
céphaldsporines de deuxieme et de troisiéme génération (Dougherty et coll., 1981).

Le locus penB, dont la fonction reste inconnue est attaché au géne por qui code pour la
porine majeure du N. gonorrhoeae. Les mutations dans ce géne modifient la perméabilité
de la paroi cellulaire a la pénicilline. Celle-ci code aussi pour une résistance moindre a la
tétracycline (Cannon et Sparling, 1984), mais elle n’est pas décelée lorsqu’elle se présente

seule; par contre, associ€e au locus m#r, elle peut étre décelable (Sparling et coll., 1975).

Le locus mfr est un opéron. Il confere, en modifiant la composition de la
membrane externe (Guymon et coll., 1978) la résistance a la pénicilline, a la tétracycline,
a I’érythromycine, au chloramphénicol, a la rifampicine, a ’acide fusidique, a divers
colorants, détergents et/ou acides gras (Sparling et coll, 1975). Il augmente aussi
I’expression phénotypique du locus cml/ codant pour la résistance au chloramphénicol
(Maier et coll,, 1975). La mutation mir se rencontre fréquemment chez les souches

isolées lors d’infections anales.

Une troisieme mutation du locus fef est responsable d’un faible niveau de
résistance a la tétracycline (Sarrubi et coll., 1974). La mutation spc est fréquente dans les
régions ou la spectinomycine est utilisée pour traiter la gonorrhée. La modification du
géne entraine des altérations au niveau de la sous-unité 30s du ribosome, le site d’action

de ’antibiotique.



(8}
wh

Les gonocoques sont parfois résistants a des antibiotiques non utilis€s
habituetlement pour traiter la gonorrhée. Les loci str et rif, impliqués dans la résistance a
la streptomycine et a la rifampicine, respectivement, sont associés au locus fef (résistance
a la tétracycline). Selon Warner et coll., (1980), I’action combinée de ces mutations

chromosomiques est déterminante dans la résistance aux autres antibiotiques.

Des mutations des loci env et mom induisent une augmentation de la susceptibilité
a plusieurs antibiotiques. Ce phénomeéne est dii a des modifications de la perméabilité
membranaire (Faruki et Sparling, 1986; Morse, 1979). L’insertion d’un des genes mutés
(env ou mom) chez des souches qui possédent le locus mr résulte en la suppression des
effets de ce dernier. Sarrubbi et coll., (1975) rapportent que la mutation env semble se
retrouvée fréquemment chez les souches cliniques. La mutation dans le géne env pourrait
expliquer I’occurrence de souches incapables de croitre sur le milieu sélectif Thayer-
Martin. Etant donné, que cette mutation augmente la sensibilité a la vancomycine
(Sparling et coll, 1977). Ces mutations sont responsables de I’hypersensibilit¢ a

I’érythromycine chez les gonocoques (Koelbl et Catlin, 1986).

Les souches porteuses de ces mutations sont la cause des problémes du point de
vue épidémiologique. Elles ne sont pas diagnostiquées dans les laboratoires ou la
vancomycine est ajoutée dans les milieux de culture. Ainsi I'infection n’étant pas décelée
les patients demeurent des agents disséminateurs de ces souches.

Les souches cliniques de N. gonorrheoae présentent fréquemment des mutations

au niveau des voies métaboliques qui sont responsables de la dépendance & certains
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métabolites (Shinner et Catlin, 1982). La propagation de ces mutations s’effectue chez les
gonocoques via la transformation (Sarrubi et Sparling, 1974). Les souches porteuses de
la mutation m#r ont une perméabilité diminu€e, une augmentation quantitative d’une
protéine de la membrane externe et un degré élevé de transpeptidation (Morse et coll.,

1980).

1.6.7. Transposons

Les transposons sont d’importants déterminants génétiques au niveau de la
résistance aux agents antimicrobiens. Contrairement aux plasmides, les transposons sont
des éléments de taille et de structure variables.Ils sont incapables de multiplication
autonome mais capables de promouvoir leur translocation d’un réplicon a un autre. Cette
translocation s’effectue a des fréquences variables, en absence d’homologie entre les

ADNs qui interagissent et indépendamment du systéme recA de la bactérie hote.

La transposition peut s’effectuer sur un réplicon donné ou sur tous les réplicons a
des nombreux endroits. Les 'transposons sont constitués d’un ou plusieurs geénes. Ces
génes peuvent étre impliqués dans la résistance. Ils jouent un réle treés important dans
I’évolution des plasmides de résistance in vivo. Ils contribuent également a la
dissémination de génes de résistance entre plasmides et chromosomes des bactéries d’une
méme espéce, ainsi que d’espéces et de genres différents (Brunton et coll., 1986). La ou
les plasmides ne peuvent se maintenir de fagon stable, les bactéries réceptrices pourraient

acquérir un caractére de résistance.
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1.7. Echange génétique

Les ADN chromosomique et plasmidique contiennent I’information nécessaire a
’expression des fonctions vitales et spécifiques des microorganismes. Trois mécanismes
naturels contribuent a ’échange de ce matériel chez les bactéries: la conjugaison, la
transformation et la transduction. Chez les bactéries a gram négatif, la conjugaison
semble étre le moyen de dissémination le plus utilisé. Par contre chez N. gonorrheoae, la
transformation et la conjugaison sont importantes. La transduction n’a pas encore ¢été

observée chez les gonocoques.

7.1. Transformation

C’est le processus selon lequel une bactérie réceptrice, dite compétente incorpore
directement I’ADN chromosomique présent dans le milieu. Cet ADN peut provenir
d’autres bactéries lysées. Les gonocoques ont une faculté exceptionnelle a la compétence
qui semble étre constitutive. Chaque cellule est compétente dans toutes les étapes de la
croissance que ce soit dans un milieu pauvre ou enrichi (Biswas et coll., 1977). Le
mécanisme de transformation semble étre étroitement relié avec la présence des pili.
Nolander et coll., (1979) ont démontré que l’état de compétence augmente avec la
présence du plasmide de 24,5 MDa. L’expression phénotypique de la compétence i vifro
nécessite seulement le glucose comme source d’énergie et des cations (Mg”* ou Ca®"). Par
contre I’ajout des cations monovalents (Na" et K") peut accélérer le taux de mortalité des

bactéries (Biswas et coll., 1977).
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Les gonocoques sont hautement autolytiques et trés compétents iz vivo. Janik et
coll., (1976) ont réalisé des études sur I’ADN obtenu par lyse des cellules prélevées chez
des patients atteints de gonorrhée. Celles-ci montrent qu’ils sont biologiquement capables
d’initier la transformation in vivo. Ces données suggérent que la transformation soit le
principal mécanisme d’échange génétique. Chez les gonocoques et d’autres especes de
Neisseria, il doit y avoir homologie entre les ADNs pour que la transformation se réalise.
Les gonocoques compétents posséderaient a leur surface des récepteurs. Ces recepteurs
reconnaissent des séquences de nucléotides. Ces derniéres sont fréquentes dans I’ADN

homologue, mais rares dans I” ADN hétérologue (Graves et coll., 1982).

1.7.2. Conjugaison

La conjugaison est le mécanisme qui requiert [’établissement d’un contact
physique entre les cellules afin de réaliser le transfert d’ADN. La conjugaison chez les
gonocoques est contr6lée par les plasmides conjugatifs. Chez les bactéries & gram négatif,
la présence de pili est essentielle 4 la reconnaissance de la cellule réceptrice et a la
formation d’un pont entre les deux cellules. Les plasmides conjugatifs de 24,5 et 25,2
MDa de N. gonorrhoeae permettent leur propre transfert de méme que celui des
plasmides codant pour la production de p-lactamase. Ceux-ci sont incapables
d’autotransfert. Robert et Knapp, (1988) observent le méme phénomeéne entre les
souches de N. gonorrhoeae, et aussi de N. gonorrhoeae vers N. méningitidis aussi bien
in vivo qu’in vitro. Le transfert des plasmides de la résistance peut se réaliser in vivo par

I’intermédiaire des plasmides



39

Dorward et coll., (1989) ont identifié une structure membranaire en forme de
vésicule (bleb), parmi les souches de gonocoque. Ils ont conclu que celle-ci pourrait avoir

un role important dans 1’échange génétique lors de la conjugaison in vivo ou in vitro.

1.8. Manifestations cliniques de I’infection gonococcique

1.8.1. Infection gonococcique

La gonorrhée peut se manifester de diverses maniéres. Une infection non
compliquée implique une invasion des surfaces muqueuses des voies urogénitales. Cette
invasion est suivie d’une destruction au niveau de I’épithélium local. Ceci est une réponse
a une inflammation qui, par la suite conduit éventuellement a des €coulements purulents.
Aprés une premiére infection les chances de réinfections varient de 35% chez les hommes
(Britigan et coll. 1985). Chez les femmes, ce risque s’éléve a 60% (Wright et Daunt
1973). Alternativement la maladie peut devenir plus envahissante, produisant des
infections asymptomatiques. Elle peut également devenir plus préjudiciables en causant
des infections disséminées. Les sujets demeurent infectants pour ces partenaires sexuels et
sont indubitablement un réservoir majeur pour linfection. L’infection locale et
symptomatique pourrait devenir disséminée, conduisant ainsi & une urétrite, a une

dermatite et trés rarement a une méningite.

Chez les femmes, I'infection disséminée peut conduire a une salpingite. Une

salpingite non traitée peut conduire a !’éclatement des trompes de Fallope et
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éventuellement a la stérilité. Cependant la maladie inflammatoire pelvienne est moins
fréquente dans les pays industrialisés (Westrom 1975). Dans les pays en voies de
développement la maladie inflammatoire pelvienne serait la cause de la stérilité pour la

majorité des femmes.

1.8.2. Infection gonococcique non compliquée

L’infection par le gonocoque survient en deux phases: la premiére est
I’attachement a la muqueuse et la seconde est I’invasion des cellules épithéliales. L’étape
initiale de I’attachement entraine le gonocoque en premier et ensuite les cellules
épithéliales dans une enceinte fermée. Cet attachement survient treés rapidement apres
I'infection. L’absence de processus d’attachement peut conduire & des infections
symptomatiques subséquentes. La surface antigénique du gonocoque, au préalable les pili
(Punsalang et Sawyer, 1973) et la protéine II (Lambden et coll., 1979), favorisent cet
attachement aux cellules humaines. Le niveau d’attachement détermine la spécificité de la
maladie, ceci est dii au fait que le gonocoque n’adhére pas aux cellules non muqueuses.
La colonisation des couches subépithéliales survient a travers l’invasion des cellules
épithéliales, et non la jonction entre elles (Watt et Coll., 1980). A la deuxiéme phase, le
gonocoque s’attache aux microvilli des cellules €pithéliales. Celles-ci se rétractent et
attirent le gonocoque a travers la surface de la cellule. D’autres microvilli enveloppent et
emprisonnent la bactérie. C’est un mécanisme similaire a celui de la phagocytose par les
leucocytes polymorphonucléaires. Les vésicules migrent a la base de la cellule ou le

nombre de gonocoque par vésicule s’accroit. Apres cette €tape, les vésicules liberent le
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gonocoque a I’intérieur de "espace subépithelial. A la suite de cette invasion, les cellules
épithéliales deviennent désorganisées et se desquament. Ceci provoque une réponse
inflammatoire locale, produisant un grand nombre de leucocytes polymorphonucléaires

qui entrent aussi dans ’espace subépithélial.

Plusieurs de ces cellules traversent les membranes de 1’épithélium et produisent
une décharge symptomatique caractéristique de la maladie. A coté des invasions
physiques, d’autres facteurs surviennent endommageant les cellules hdtes. La muqueuse
des trompes de Fallope est constituée de 60—86% de cellules ciliées. Le gonocoque
adhére sélectivement aux cellules non ciliées, et aux protéines de la membrane externe.
Ceci lui permet d’induire I’enlévement de ces cellules. Quelques heures apres
’attachement du gonocoque aux cellules épithéliales, 1’activité ciliaire est réduite et
disparait 4 la surface muqueuse. Cette capacité permet au gonocoque d’envahir la
muqueuse. Le détachement des cellules ciliées semble étre induit par les
lipopolysaccharides. Les lipopolysaccharides sont libérés sous forme de bulles au niveau
de la membrane externe durant I’évolution de la gonococcie. La réponse des anticorps a
ces infections produit des anticorps IgG et IgA. Ces anticorps vont inhiber 1’attachement
mucosal, et arréter ainsi toute infection future. Ceci explique la courte durée des

infections symptomatiques.
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1.8.3. Maladie inflammatoire pelvienne

Environ 10 a 15% des femmes ont une gonorrhée urogénitale, qui se développe en
une maladie inflammatoire pelvienne. C’est une infection des trompes de Fallope et
d’autres structures retrouvées dans la région pelvienne, telles que les ovaires. Des études
ont montré que certains microorganismes autres que le gonocoque pouvaient causer des
maladies inflammatoires pelviennes. La présence du gonocoque dans la région pelvienne
provoque une réponse inflammatoire des trompes de Fallope (salpingite) et d’autres tissus

environnants (McGee et coll, 1984).

Draper et coll., (1980) ont noté que lors d’une salpingite il y a une destruction de
la muqueuse et une perte de I’intégrité structurale associée au processus inflammatoire.
Le gonocoque adhére au sperme et s’attache a travers le mucus cervical. Ce processus est
aidé par les pili. Le mucus cervical agit comme une barriere potentielle au passage
bactérien. Plusieurs étapes de la maladie inflammatoire pelvienne se produisent durant ou
peu avant la menstruation, lorsque cette barriére a plus de permeéabilité aux bactéries.
Cette phase dans le cycle pourrait aussi générer un processus infectieux. Une fois le
gonocoque arrive aux trompes de Fallope, I'invasion de I’épithélium mucosal commence.
Le gonocoque isolé lors des menstruations est de phénotype transparent (PII).
Habituellement, lorsque le gonocoque est isolé dans d’autres sites, il montre une
morphologie mixte, a la fois transparente et opaque. Le phénotype transparent réduit les
interactions entre le gonocoque et les neutrophiles dans le sang lors des menstruations, en

évitant le mécanisme de défense de 1’hote.
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Dans les pays industrialisés, I’incidence de la maladie inflammatoire pelvienne est
trés faible, mais continue a causer de sérieux problémes, économiques en particulier.
L’usage des contraceptifs oraux réduit et prévient vraisemblablement les maladies
inflammatoires pelviennes. Par contre les moyens intra-utérins n’ont pas le méme effet sur
I’incidence de la maladie et peuvent conduire a une aggravation. Cette maladie peut
entrainer de graves complications dont la stérilité, des infections récurrentes, des douleurs

pelviennes chroniques et des grossesses ectopiques (Sweet, 1981; McGee, 1984).

1.8.4. Infection gonococcique disséminée (IGD)

L’infection disséminée (ou gonococcémie) est une complication rare de la
gonorrhée qui atteint généralement les femmes. Cette infection est provoquée par la
dissémination du gonocoque chez 1’organisme héte ou environ 1 a 3% des infections
gonococciques deviennent disséminées. Les patients porteurs asymptomatiques risquent
de développer une infection disséminée ou une infection pelvienne (1 & 10% ). Les
manifestations cliniques de cette infection s’expriment par deux symptdmes majeurs. La
premiére est la polyarthralgie au niveau des moyennes et petites articulations
(articulations métatarso-phalangiennes, puis des poignets, des chevilles et des genoux),
les douleurs dues a des Iésions de ténosynovite et la dermatite (Iésions typiques localisées
surtout aux extrémités: doigts, orteils, paume des mains, plantes des pieds), et la
deuxiéme est une arthrite purulente avec dermatite (Bowmer et coll, 1982).
Occasionnellement, une méningite causée par le gonocoque peut présenter les symptomes

classiques de méningite. Les infections arthritiques purulentes affectent normalement les
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poignets ou les genoux. Au cours de ces infections, le gonocoque peut étre isolé du

liquide synovial.

L’enveloppe du gonocoque est une barriére majeure a I’activité bactéricide du
serum humain. Ce qui explique la récurrence de méningite observée chez les patients avec
certaines déficiences immunitaires. Cette activité bactéricide provient de I’action des
anticorps dirigés contre les LPS. Toutefois les souches isolées des infections disséminées
partagent des caractéristiques suivantes :

-une résistance a ’action bactéricide des sérums normaux humains (Cannon et
coll., 1983; Hildebrandt et Buchanan, 1978). Cette résistance semble étre causée par le
manque d’antigenes déterminants sur le LPS, lequel est ciblé par les anticorps
bactéricides. La résistance au sérum varie selon le site de I’infection;

-une sensibilité élevée a la pénicilline (Knapp et coll., 1978; O’Brien et coll., 1983;
choolnik et coll., 1976),

-des besoins en arginine, hypoxanthine et uracile (AHU") pour la croissance
(Knapp et coll, 1978; O’Brien et coll., 1983; Schoolnik et coll., 1976);,

-la présence d’une protéine I d’un type particulier (Buchanan et Hildebrandt,
1981; Cannon et Buchanan, 1983);

-la formation de colonies exprimant principalement le phénotype transparent
(James et Swanson, 1978). Cette derniére constatation indique que les gonocoques au

phénotype transparent seraient plus invasifs.



1.9. Diagnostic de laboratoire

Le diagnostic basé exclusivement sur la clinique n’est pas fiable chez ’homme et
souvent impossible chez la femme. Des examens paracliniques sont donc indispensables.
Il n’y a pas de test sérologique fiable pour déceler I’infection & gonocoque. Le diagnostic
doit donc étre confirmé par culture du germe. Il doit étre rapidement posé et le traitement
initié le plus tOt possible, compte tenu du temps d’incubation court et du risque de
contamination. Le patient non trait¢ risque de présenter des complications (infection

gonococcique disseminée).

Le diagnostic d’infection & gonocoque peut se faire des la premiére consultation
dans la majorité des cas (95% des hommes et jusqu’a 50% des femmes) sur la base de la
coloration au gram. Ceci n’est pas le cas pour les prélévements rectaux (flore
contaminée) et pharyngés (présence de Neisseria non pathogeénes). La mise en évidence
de diplocoque gram négatif au niveau de ["urétre chez les patients de sexe masculin et
symptomatique présente une haute sensibilité et spécificité. La sensibilité est beaucoup

plus faible chez ’homme asymptomatique et chez la femme (Goodhart et coll., 1982).

Des alternatives a la coloration au gram sont actuellement proposées telles que ELISA,
I'immunofluorescence et les sondes a ADN. Le test ELISA, qui consiste a4 une
identiﬁcation antigénique, a une bonne sensibilité¢ et une bonne spécificité. Mais, il est
nettement plus colteux et plus long que la coloration au gram. Sa faible spécificité chez

la femme en limite "'usage méme parmi les populations & haut risque. Les techniques
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d’immunofluorescence donnent des résultats semblables. La culture de N. gonorroeae

reste la technique la plus sensible.

1.10. Traitement

L’antibiothérapie constitue 1’axe principal du traitement. En raison de la
croissance trés élevée des souches résistantes aux antibiotiques la CDC et I’OMS
proposent de nouveaux schémas thérapeutiques basés sur I’utilisation des antibiotiques
les plus récents (les céphalosporines de 3™ génération, entre autres), et des programmes

de surveillance.

Le choix de I’antibiotique approprié dépend de plusieurs facteurs: le traitement
doit tenir compte des résistances, des allergies éventuelles des patients, de la possibilité
d’une grossesse. Le traitement doit étre facile a administrer, et soigner en méme temps

une éventuelle infection & Chlamydia.

En Europe le traitement recommandé pour les infections gonococciques non
compliquées de 'urétre, de 'endocol et du rectum est le suivant: ceftriaxone 250 mg IM,
spectinomycine 2 g IM (convient aux femmes enceintes et aux patients allergiques 2 la
pénicilline) ou bien la ciprofloxacine 500 mg PO. Ces traitements sont associ€s a celui du
Chlamydia: doxycycline 100 mg PO x2/jour pendant 7 jours ou érythromycine 500 mg
PO x 4/jour pendant 7 jours, par contre la ceftriaxone 250 mg IM est donnée avec

I”érythromycine 500 mg x 4/jour.
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En Amérique du Nord le CDC recommande soit la ceftriaxone (une dose de 125
mg par voie intramusculaire) ou la cefixime (une dose orale de 400 mg per os) ou I’'une
des fluoquinolones, soit la ciprofloxacine (une dose orale de 500 mg) ou I’ofloxacine (une
dose de 400 mg) comme traitement de choix pour une infection gonococcique non
compliquée. Comme autre traitement, on recommande la spectinomycine (une dose de 2
g par voie intramusculaire). De méme en Amérique du Nord, tous ces schémas
thérapeutiques contre la gonorrhée doivent étre suivis d’un traitement contre le
Chlamydia trachomatis: la doxycycline 100 mg, deux par jour pendant 7 jours ou
I’azythromycine en une prise. Cependant, [’azythromycine n’est pas recommandée dans
les cas d’urétrite ou de cervicite non gonococcique ou nonchlamydienne. La
ciprofloxacine et I’ofloxacine ne sont pas recommandées pour les infections contractées

en Asie du Sud-Est, notamment aux Philippines.

1.11. Epidémiologie

L’étude épidémiologie de N. gonorrhoeae, contrairement aux autres maladies,
présente plusieurs difficultés. L’infection ne s’étend pas uniformément a travers les
populations. L’age, les pratiques sexuelles, le systéme de santé, les liens de parenté et la
virulence des souches endémiques sont tous d’importants facteurs. Jusqu’a une époque
récente, I’étude de la maladie a ét€¢ empéchée par un sérotypage non effectif pour élucider
les tendances de la gonorrhée. Les tendances nationales sont difficiles a comparer a cause
de la variation dans la déclaration de la gonorrhée dans différents pays. En Grande-

Bretagne et dans d’autres pays européens, la déclaration peut couvrir 90% de cas. Aux
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Etats-Unis seulement environ 60% de cas de gonorrhée non compliquée sont rapportés &
cause de ’automédication pratiquée par de nombreux patients. Dans les pays en voie de
développement, les rapports sont inquiétants a cause des études limitées seulement aux
petites populations. Plusieurs pays industrialisés ont les mémes tendances dans I’incidence

des infections & gonocoque.

Pendant la deuxiéme guerre mondiale, une incidence élevée a été enregistrée.
Celle-ci a été suivie par une décroissance importante avec I’introduction du traitement par
la pénicilline. Le nombre d’infections a lentement augmenté jusqu’au milieu des années
1960. Cette soudaine ascension est due au changement de 1’éthique sexuelle. Cette
croissance a atteint son sommet au début de 1970. Cependant le nombre de ces

incidences a été relativement statique en Grande-Bretagne (16 a 24 ans).

Dans des études britanniques récentes, le nombre de cas dans la population méle a
clairement baissé. Ces changements soudains peuvent se justifier, par exemple chez les
homosexuels 4 Detroit, ou on observe une dimunition de 39% de cas de gonorrhée. Ceci
est probablement dii au changement dans le comportement sexuel de cette population
pour éviter ’infection par le VIH. Au Canada le taux d’infections gonococciques a baisse

de 62% entre 1990 et 1995 (Anonymes, 1997).

En Afrique et en Asie, la prévalence de I'infection gonococcique demeure €levée,
les études font état d’incidences croissantes. Une étude de la gonorrhée dans une clinique

de planification familiale 4 Nairobie, au Kenya a montré que 27% de célibataires et 17,5%



49

du total de femmes ont été infectés par le gonocoque. L’incidence de la gonorrhée en
Afrique constitue un probléme majeur de santé publique. Les maladies inflammatoires
pelviennes et des problémes urétraux chez les hommes, sont des causes importantes
d’infertilité dans cette région. L’étude de I’incidence des souches de gonocoque a un
intérét particulier pour la recherche. En cherchant les sources de [linfection a
gonocoques, un systéme effectif de caractérisation a été développé. Les procédures
initiales a cette étude épidémiologique ont abouti & ’auxotypage. Ce systéme de typage

de gonocoque est maintenant remplacé par le systéme de sérotypage.

Avant 1955 de trés nombreux isolats de N. gonorrhoeae étaient devenus résistants
a la pénicilline. Depuis ce temps, la résistance a graduellement augmenté. En 1969, le
niveau de résistance a augmenté de 1% a 65%. Cette augmentation a été caractérisée par
des concentrations minimales inhibitrices (CMI) trop élevées dues a une thérapie
inappropriée. Par ailleurs cette incidence élevée était due aux déterminants
chromosomaux. Ces résistances se sont répandues d’une fagon significative dans le
monde entier, non seulement avec la pénicilline, mais aussi la tétracycline et la
spectinomycine. Rice et coll.,(1986) ont noté que la résistance a la pénicilline augmente
avec celle de la tétracycline, de I’érythromycine, du trimethoprime-sulfamethoxazole et

du cefuroxine.

Les premiers isolats de N. gonorrhoeae produisant la B-lactamase ont €té isolés
aux Royaumes-Unis en 1976. La résistance plasmidique & la pénicilline émergeait ainsi

avec I’isolement des souches productrices de pénicillinase des patients infectés aux Etats-



Unis et en Afrique de I’Ouest (Phillips, (1976), Anomyme_s, (1976)). Les souches PPNG
devinrent ainsi prévalentes a travers le monde (Johnson et Morse, (1988)) C’est cette
émergence qui va clore I’époque de la pénicilline. Ces soﬁches ont un plasmide de 3,2
MDa similaire aux isolats de I’Afrique de 1’Ouest. Les souches en Amérique du Nord ont
été associées a celles d’Asie. Elles ont un plasmide de 4,4 MDa. Celles-ci se trouvent en
combinaison avec un plasmide conjugatif de 25,2 MDa. Ce dernier assure son
autotransfert parmi les souches de gonocoque. Ce plasmide de transfert a ete
subséquemment trouvé en conjonction avec le plasmide de 3,2 MDa. D’autres plasmides
moins connus ont été trouvés et dérivent généralement des plasmides de 3,2 et 4,4 MDa.
L’analyse des séquences de ces plasmides montre une homologie avec la résistance aux
antibiotiques des plasmides de H. influenzae, H. parainfluenzae, et H. ducreyi. Aux
Royaumes-Unis les souches PPNG ont été analysées entre 1983 et 1986. Elles
comptaient pour 10% de tous les cas enrégistrés. Aux Etats-Unis, des observations
similaires ont été rapportées & Miami, en Floride ou 30% des souches étaient productrices

de pénicillinase en 1986.

La résistance causée par un plasmide de transfert est aussi observée pour la
tétracycline. Ce plasmide posséde le déterminant fefM du streptocoque. Avec cette
émergence de la résistance aux antibiotiques, il est important de développer des agents

thérapeutiques efficaces.
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2, Matériels et Méthodes

2.1. Matériels

2.1.1. Souches bactériennes

Un total de 80 souches cliniques de N. gonorrhoeae fait 'objet de cette étude.
Trente provenant du Cameroun ont été isolées au Centre Pasteur de Yaounde de 1995 a
1997. Les souches du Cameroun ont été partiellement identifiées au laboratoire du Centre
Pasteur et conservées dans un milieu fourni par le Laboratoire de Santé Publique de
Quebec (LSPQ) (Harbec et Turcotte (1996). Cinquante autres ont été isolées au Canada
au laboratoire du Centre Hospitalier Universitaire de Montréal (CHUM) entre 1995 et
1998 (tableau I). Toutes ces souches ont été réindentifiées dans notre laboratoire de
recherche et de développement (Dr Ravaoarinoro) du CHUM. La souche de N
gonorrhoeae ATCC 49226 a été utilisée comme contrdle dans les essais de sensibilité aux

antimicrobiens.



Tableau 1 : Provenance des souches étudiées

Numeéros de souches Provenance

1YA, 2YA, 3YA, 4YA, S5YA, 6YA, 7GA,
8GA, 9GA, 10GA, 11GA, 12GA, 13GA, Cameroun : groupe B
14GA, 15GA, 16GA, 17GA, 18GA, 19GA,
20GA, 21GA, 22GA, 23GA, 24GA, 25GA, Centre Pasteur de Yaoundé

26GA, 27GA, 28GA, 29GA, 30GA.

1HD, 2HD, 3HD, 4HD, SHD, 6HD, 7HD,
8HD, 9HD, 10HD, 11HD, 12HD, 13HD,
14HD, 15HD, 16HD, 17HD, 18HD, 19HD, Canada : groupe A
20HD, 21HD, 22HD, 23HD, 24HD, 25HD,
26HD, 27HD, 28HD, 29HD, 30HD, 31HD, Hétel-Dieu de Montréal
32HD, 33HD, 34HD, 35HD, 36HD, 37HD,
38HD, 39HD, 40HD, 41HD, 42HD, 43HD,
44HD, 45HD, 46HD, 47HD, 48HD, 49HD,

50HD.

ATCC 46229 LSPQ




W
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2.1.2. Antibiotiques et produits chimiques

Les antibiotiques et les produits chimiques ont été fournis par les compagnies suivantes :
American chemicals Ltd, Mtl.,Québec

¢ le phosphate de sodium monobasique (Na,HPO,.H,0)

e [’acide acétique glacial (CH;COOH)

e e chlorure de sodium

e le phénol

Bio-Rad Laboratories, Richmond, Ca.

¢ Coffret de coloration au nitrate d’argent

le colorant concentré pour le dosage des protéines

le N,N’-méthyléne bisacrylamide (BIS)

Pacrylamide (CH, :CH.CO.NH)

la protéine étalon
Fisher Scientific Co., Fairlawn,NJ

e le phosphate de potassium monobasique (KH,PO,)

le phosphate de sodium dibasique (Na,HPO,)

le saccharose (Clezzou)

I’hydroxyde de sodium (NaOH)

le chlorure d’hydrogene (HCI)
J.T. Baker Chemical Co., Phillipsburg, NJ

e le phosphate de potassium dibasique (K,;HPO4)



LKB Produkter, AB, Bromma, Sweden
¢ le bleu de bromophénol
Sigma Chemical Co., St-Louis, Mo.

¢ la glycine (NHCH,COOH)

le 2-mercaptoéthanol

e le TEMED (N,N N,N’-tétraméthyléthylenediamine)
e le persulfate d’ammonium (APS)

e le lysozyme (N-acethyl muramoyl hydrolase E.C.3.2.1.17)
o la ribonucléase A (RNase)

e la déoxyribonucléase 1 (DNase)

¢ le PMSF (phényl méthyl-sufonyl fluoride)

e le Tris-HCI (trizma hydrochloride)

e [’isopropanol

¢ I’EDTA (éthylénediamine-acide tétraacétique)

e e sarkosyl

e le SDS (sodium dodécyl sulfate)

e la pénicilline

e latétracycline

e la ciprofloxacine

e [’acétate de potassium

e le chloroforme

e [alcool-iso-amylique



e xyléne cyanole F F

e le trizma base : tris (hydroxyméthyl) aminomethane (C:H;,NO3)
¢ phényl méthyl sulfonyl fluoride

e DTT ( DI-Dithiothreitol) ( CsH100,S,)

Life Technologies

e Supercoiled DNA ladder

e Tampon phosphate saline

Upjohn Company of Canada, Don Mills Ontario
¢ la spectinomycine

Hoffmann-la Roche limited, Mississauga, Ontario
o la ceftriaxone

Lederle Laboratories DIV Pearl River, N,Y

e la cefixime

2.1.3. Milieux de culture

Le bouillon trypticase et soya, le bouillon de Mueller-Hinton, BBL Microbiology systems,
Md. (Div. Becton Dickinson and Co.)

I’agar G.C, BBL Microbiology Systems, Md. (Div. Becton Dickinson and Co.)
I’isovitalex 1%, BBL Microbiology Systems, Md. (Div. Becton Dickinson and Co.)

les géloses au chocolat et Thayer Martin (les laboratoires QUELAB, Montréal)

2.1.4. Appareils utilisés



e le turbidometre, Abbott Laboratories, Irving, TX.

e le replicateur (Steers Replicating Device), Craft Machine Inc., Chester, Pa.
¢ le pHmétre, Corning Scientific Instruments, Modele 10

e [’autoclave AMSCO Laboratories, Canada

e la balance de précision, Sartorius, Werke GMBH 2400

o le spectrophometre Spectronic 20

e la camera polaroid, MP4 Fisher Scientific

¢ la centrifugeuse RC2-b (rotor : SS34) Sorvall

e I’ultracentrifugeuse TL-100 (rotor : TLS-55) Beckman, Palo Alto, Ca.

e [’ultracentrifugeuse TL-70 , Beckman, Palo Alto, Ca.

e le sonicateur MSE soniprep 150

2.2. Méthodes

2.2.1. Caractérisation des souches de N. gonorrhoeae étudiées

2,2.1.1. Identication des souches

Les souches de N. gonorrhoeae du Canada, ont été isolées au laboratoire de

microbiologie du CHUM a partir des prélévements urétraux, cervico-vaginaux et anaux.

Les spécimens sont inoculés sur gélose au chocolat incubée pendant 18 a 24 heures a

37°C en présence de 5% de CO,. Les souches sont identifiées par les caractéristiques
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morphologiques des colonies observées sur gélose au chocolat, la coloration au Gram
négatif, le test d’oxydase et [’utilisation des carbohydrates. Les souches ont été
suspendues dans le milieu de trypticase soy contenat 10% de glycérol et gardées en
aliquots a -70°C jusqu’a utilisation. Quant aux isolats du Cameroun, ils ont été isolés des
prélévements génitaux au laboratoire de microbiologie du Centre Pasteur de Yaounde,

Cameroun.

Les écoulements urétraux ont été prélevés a ’anse de platine et ensemenceés sur
gélose au chocolat additionnée de complément polyvitaminique. Les préléments cervico-
vaginaux ont été mis en culture sur gélose au chocolat enrichie en supplement G et
additionnée de mélange inhibiteur VCF. Ces milieux inoculés sont incubés 24 a 48 heures

a 37°C en présence de 5% a 10% de CO,,

L’identification des gonocoques a été faite selon les mémes criteres cités

auparavant. Ces souches ont été resuspendues dans un milieu de conservation et de

transport fourni par le LSPQ, Canada.

2.2.1.2, Détection de B-lactamase

La détection des B-lactamases a été réalisée par la technique de céphalosporine

chromogeéne, la nitrocefine (Difco laboratories, Detroit M L.)
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2.2.1.3. Serotypage N.gonorrhoeae

Le sérogroupe des souches de N. gonorrhoeae a été déterminé par la technique de

co-agglutination.

Une suspension bactérienne d’une turbidité équivalente a 0,5 MacFarland a été
préparée en solution saline (0,9% NaCl) a partir des cultures sur milieu solide. Apres
avoir été portées a ébullition pendant 5 min, les suspensions bactériennes ont été

refroidies a la température ambiante.

Une goutte de chacun des réactifs WI et WII/ WIII du test Phadebact Monoclonal
GC a été déposée sur une lamelle et mélangée avec une goutte de la suspension
bactérienne, puis le mélange est agité délicatement. Une minute plus tard une réaction
d’agglutination a été observée a I’ceil nu si la suspension reagit avec les WI ou WII/WIIIL
selon le type de protéine (PIA ou PIB, respectivement) présent dans la membrane externe

du gonocoque.

2.2.1.4. Test de sensibilité bactérienne aux antibiotiques

Les antibiotiques suivants ont €té utilisés dans cette étude : pénicilline G (PEN),
tétracycline (TET), ciprofloxacine (CIP) (Sigma Chemical Co., St-Louis, Mo).
spectinomycine (SPC) (Compagnie Upjohn du Canada ), céfixime (CFX) (Lederle

Laboratories Div), ceftriaxone (CEF) (Hoffman-La Roche limited).



Les solutions meres d’antibiotiques sont préparées a des concentrations d’au
moins 1000ug/ml. Des dilutions sériées d’antibiotiques ont été faites de 0,03 a 32 ug/ml
pour la pénicilline et la tétracycline; de 0,0005 a 0,5 ug/ml pour la céfixime et le
ceftriaxone de 0,001 a 16 ug/ml pour la ciprofloxacine; et de 2 a 128 ug/ml pour la
spectinomycine. Puis ces dilutions d’antibiotiques ont été incorporées aux géloses G.C.
contenant 1% d’isovitalex. Ces géloses ont été ensuite conservées a 4°C pour une période

n’excédant pas 24 heures.

A Taide dun écouvillon stérile, nous avons prélevé les colonies cultivées sur
gelose au chocolat, incubées a 37°C pendant 18 heures en présence de 5% de CO,, des
souches a I’étude ainsi que la souche de référence (Neisseria gonorrhoeae ATCC 49226).
Ces bactéries ont été inoculées dans le bouillon de Mueller Hinton (MH) pour obtenir une
suspension bactérienne de turbidité équivalente a 0.5 MacFarland, soit environ 5x10°
unités viables par ml. 1ml d’inoculum de ces différentes souches a été déposé a la surface
des geéloses G.C., contenant les différentes dilutions d’antibiotiques, a I’aide d’un
inoculateur a téte multiple (Melrose Machine Shop, Delco, PA). Une gélose témoin ne
contenant pas d’antibiotique a été ensemencée afin de s’assurer de la viabilité des
bactéries et de I’absence de contamination, et une gélose au chocolat a été ensemencée
pour vérifier cette fois le nombre d’unités viables de I’inoculum (100 bactéries). Les
géloses G.C. ainsi ensemencées ont ét¢ incubées a 37°C en présence de 5% de CO-. La
concentration minimale inhibitrice (CMI) définie comme étant la plus faible concentration

d’antibiotique capable d’inhiber la croissance bactérienne visible a I’ceil nu est déterminée
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aprés 20 heures d’incubation. Les résultats des CMIs de tous les antibiotiques ont été

interprétés suivant les valeurs rapportées pour N. gonorrhoeae par le NCCLS (1997).

2.2.1.5, Extraction des plasmides

Les plasmides d’ADN ont été isolés par lyse alcaline selon la méthode de
Birnboim et Doly (1979) avec quelques modifications. Les gonocoques sont ensemences
sur gélose au chocolat & 37°C pendant 20 heures en présence de 5% de CO,. Cinq & six
grosses colonies sont recueillies et suspendues dans le tampon phosphate saline 0,001 M
pH 7,2. Ensuite ces bactéries ont été sédimentées par centrifugation et resuspendues dans
100 pl d’une solution contenant Tris Hel 25 mM pH 8, glucose 50 mM, et EDTA 10 mM
pH 8. Apreés incubation pendant 5 min a température de la piéce, les cellules sont lysées
par ’addition de 200 pl d’une solution composée de 1% SDS et 0,2N NaOH. Apres une
autre incubation de 5 min a la température ambiante, 150 pl d’une solution d’acétate de
potassium 5 M et d’acide glacial ont été ajoutés. Les tubes sont placés dans la glace
pendant 5 min. Le matériel ainsi précipité est séparé par centrifugation. Le surnageant
contenant des plasmides a été transféré dans un nouveau tube stérile. Un volume égal de
phénol-chloroforme-alcool isoamyl a été ajouté. Apres agitation, la phase aqueuse est
séparée par centrifugation & 14000 rpm pendant 2 min dans un microfuge eppendorf de
modeéle 5415 (Brinkmann Instruments, Rexdale, Ont), 450 pl de surnageant ont été
transférés dans un autre tube. L’ADN plasmidique a été précipité par ’addition de 2
volumes d’éthanol 100% & la température de la piéce pendant 2 min. Apres une

centrifugation de 5 min, I’éthanol a été éliminé et le culot a été lavé par ’éthanol 70%,
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suite a une centrifugation pendant 2 min. Le culot d’ADN a été séché, puis resuspendu
dans 20 pl de TE (10 mM Tris HCL pH 8 et 10 mM EDTA 0,5 M), celui-ci sera ensuite

analysé sur gel d’agarose.

22131, Electrophorése de plasmides sur gel d’agarose

Seize microlitres de I’ADN plasmidique, ont été prépares pour I’électrophorése
sur gel d’agarose 0,9% selon la méthode décrite par Maniatis et coll.,(1982). L’ADN
plasmidique a été dilué dans un tampon composé de 0,25 M de bleu de bromophénol et
30% de glycérol. La migration s’est effectuée dans le tampon TAE contenant le bromure
d’ethidium (1 mg/ml), a un voltage constant de 70 V pendant 9 heures et 120 A. Les
plasmides ont été visualisés a 1’aide d’un transilluminateur UV (Fisher Scientific Co.,
Fairlawn, NJ) et photographiés a 1’aide d’un appareil Polaroid DS-34 sur pellicule

Polaroid-667 (Fisher Scientific Co., Fairlawn, NJ).

2.2.1.5.2. Estimation du poids moléculaire des plasmides

Le poids moléculaire des plasmides a été estimé par comparaison de leurs

caractéristiques migratoires avec celles de fragments de poids moléculaires connus des

marqueurs "supercoiled DNA Ladder" (Life Technologies).
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2.2.1.6. Profils électrophorétiques des protéines par SDS-PAGE

L’analyse des protéines de la membrane externe est effectuée suite a leur isolation
par la solubilisation de la membrane interne et du peptidoglycan en présence du sarkosyl.
Les protéines de la membrane sont contenues dans la fraction insoluble. La méthode
utilisée a été décrite par Spratt, (1977) et Ravaoarinoro et coll., (1994) avec quelques

modifications pour les exigences de la bactérie.

2.2.1.6.1. Croissance bactérienne et préparation a I’extraction de la membrane

externe

Sept géloses au chocolat par souche ont €t¢ ensemencées, et incubées pendant 18
heures a 37°C en présence de 5% de CO, Les colonies bactériennes ont été prélevées a
’aide d’un écouvillon stérile et suspendues dans du tampon phosphate salin 0,01 M, pH
7,2. La densité optique (Coleman Jr, II, spectrophotometer) de cette suspension a €té
ajustée a 2,985 a la longueur d’onde A > 590 nm. Cette suspension a ¢té centrifugée a
9000 rpm (9800 xg) (Sorvall, RC2-B, rotor SS34), pendant 20 minutes a 4°C. Les culots
cellulaires obtenus sont lavés deux fois par centrifugation a 9000 rpm (9800 »g), pendant
10 minutes a 4°C, dans du tampon phosphate (10 mM Na2HP04/NaH2PO4 pH 7.0) et

repris dans 20 ml du méme tampon.
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2.2.1.6.2. Extraction de la membrane externe

La membrane externe a été extraite par traitement des cellules aux ultrasons
(MSE soniprep 150) a une amplitude de 18 p pour 5 minutes: une minute de traitement
aux ultrasons, suivie d’une minute de repos. La pause évite la formation de mousse
causant la dénaturation des protéines et permet de contrdler la température. Lors du
traitement, I’échantillon est conservé dans un bain de glace. Les débris cellulaires ont été
séparés par centrifugation a 9000 rpm (9800 G, Sorvall, RC2-B, rotor SS34) pendant 10
minutes & 4°C. Les membranes totales ont été récoltées par centrifugation a 52000 rpm a
4°C pendant 45 minutes puis, lavées deux fois dans le tampon phosphate (10 mM
Na,HPO,/NaH,PO, pH 7,0). Les culots sont repris dans 2 ml de tampon 50 mM
Na,HPOy/NaH,PO, pH 7.0, puis répartis en aliquots de 500 pl et conservés a -70°C

jusqu’a leur utilisation.

2.2.1.6.3. Isolation des protéines de la membrane externe

La séparation de la membrane externe se fait avec 500 pl de membrane (5 al0
mg/ml),en présence de 250 pl de sarkosyl & 20% et 300 pl d’eau distillée suivi d’une
incubation a température ambiante pendant 20 minutes. Le sarkosyl dénature les PLP et
solubilise les protéines de la membrane interne et le peptidoglycane. La fraction insoluble
dans le sarkosyl, contient la membrane externe. Les membranes externes sont récupérees
par ultracentrifugation a 52000 rpm & 4°C pendant 45 minutes. Les protéines de la

membrane externe sont ensuite reprises dans 2000 pl de sarkosyl a 1% et incubées



64

pendant 10 minutes & la température de la piece. Elles sont ultracentrifugées a 52000 rpm
4 4°C pendant 45 minutes. Les culots obtenus sont lavés deux fois par centrifugation a
52000 rpm a 4°C pendant 45 minutes, avec 2000 pl de tampon 50 mM
Na,HPO,/NaH,PO, pH 7,0 et sont resuspendues dans 150 pl du méme tampon, puis

séparées en aliquots de 50 pl et congelés & -70°C jusqu’a leur utilisation.

2.2.1.6.4. Electrophorése des protéines sur gel de polyacrylamide

La méthode implique la séparation des polypeptides suivant la longueur et la
charge de la chaine. Le SDS détruit la structure secondaire et la structure tertiaire, et le
2-mercaptoethanol est utilisé pour rompre les ponts disulfure interne et externe. Ceci
permet aux polypeptides de migrer a travers le gel de polyacrylamide. Seuls les gels de
concentration sont utilisés en employant le systéme de tampon discontinu de Laemmli

(1970). La préparation des solutions de travail est décrite dans les annexes.

Les protéines ont été séparées par migration sur gel de polyacrylamide a 12,5%,
en présence de SDS (Laemmli et Favre, 1970). Un volume de 50 pl de protéines a été
solubilisé dans le tampon d’échantillon qui contenait: 0,8 g de SDS, 4 ml de 0,5 M Tris
pH 6,8, 2,5 ml de glycérol, 1 ml de 2-mercaptoéthanol et 0,05% de bleu de bromophénol.
Les échantillons sont portés 4 100°C pendant 5 min. La migration a été faite en appliquant
un voltage constant de 200 V a une chambre d’électrophorése contenant le tampon de
migration composé de 28,8 g de glycine, 6 g de Tris-Base, et 1g de SDS dissout dans 1 1

d’eau distillée (pH 8,4).
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2.2.1.6.5. Coloration des gels

Les bandes de protéines présentes sur le gel sont révélées au nitrate d’argent.
Nous avons utilisé un coffret de réactifs de Bio-Rad. Aprés la migration, les protéines
sont fixées toute la nuit dans une solution de 40% de méthanol et 10% d’acide acétique.
Une oxydation de 5 minutes s’en est suivie. Par la suite le gel est lavé a ’eau distillée
pendant 15 minutes. Les protéines ont été colorées dans une solution de nitrate d’argent
pendant 20 minutes et révélées par une solution de développement pendant 15 minutes
environ jusqu’a I’obtention de I’intensité désirée. La réaction est arrétée par la solution de
5% d’acide acétique. Les gels ont été photographiés a ’aide d’une caméra Polaroid

(Fisher Scientific Co., Fairlawn, NJ).

2.1.6.6 Détermination de leur poids moléculaire

Les poids moléculaires des protéines sont déterminés par comparaison de leur
mobilité électrophorétique avec celles des protéines de poids moléculaires connus inclus
dans chaque gel. Ces protéines sont la phosphorylase b (97,4 kDa), I’albumine bovine
(66,2 kDa), I’ovalbumine (45,0 kDa), I’anhydrase carbonique (31,0 kDa), Iinhibiteur de
trypsine du soya (21,6 kDa) et le lysozyme (14,4kDa) ( Bio-Rad laboratories, Richmond,

Ca).



66

3. Résultats

3.1 B-lactamase

Nous avons effectué respectivement le test de céphalosporine chromogéne sur les
deux groupes d’isolats : le premier étant les souches du Canada (groupe A) et le second
les souches du Cameroun (groupe B). 9 souches sur 50 du Canada sont trouvées PPNG

soit 18%. Par contre, 17 souches sur 30 du Cameroun soit 56,7% le sont.

3.2. Sérotypage

L’identification sérologique des souches de deux groupes s’est faite par la
méthode de coagglutination. Cette étude montre que 92% (46/50) des souches du
premier groupe sont du sérogroupe WII/III, contre 63,4% (19/30) de celles du second
groupe. Quant au sérogroupe WL, il est observé dans 6% de celles du Canada et 33,4%

de celles du Cameroun, une souche non typable de part et d’autre a été aussi trouvée.
3.3. La sensibilité aux agents antimicrobiens
La méthode de dilution en gelose décrite par le NCCLS (National Committee for

Clinical Laboratory Standards), a été utilisée pour déterminer les CMIs (concentrations

minimales inhibitrices) des six antibiotiques pour les deux groupes de souches.
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Les CMIs ont été determinées selon les seuils de sensibilité établis par NCCLS,
1997. Dans le groupe A 24% (12/50) des souches sont résistantes a la pénicilline, avec la
CMlIy 4 8 pg/ml. Parmi les souches résistantes, trois ne produisent pas de pénicillinase,
mais ont les CMIs a 2 pg/ml. 72% (36/50) de souches sont modérément sensibles a la
pénicilline avec des CMIs variant entre 0,125 et 1 ug/ml. Les 2 autres (4%) sont sensibles
a cette drogue. Les CMIs pour la tétracycline montrent que 62% (31/50) sont résistantes
a la tétracycline (CMly & 2 pg/ml), tandis que 36% (18/50) sont considérées modérément
sensibles. Une seule souqhe est sensible a cet antibiotique. Une résistance chromosomique
a la pénicilline (CMIs 2 & 4 ug/ml) a été observée dans 10% d’isolats et a la tétracycline
(CMIs 2-8 ug/ml) dans 29 d’isolats. La résistance plasmidique a ces deux antibiotiques
est trouvée dans 8 et 2 souches respectivement. Toutes les souches PPNG, non PPNG et
TRNG du groupe A sont sensibles aux autres antibiotiques incluant : la ceftriaxone, la

cefixime, la spectinomycine, et la ciprofloxacine. (tableau 2).

Par contre, les souches du groupe B ont un taux de résistance beaucoup plus
élevé aux antibiotiques couramment utilisés. Leur sensibilité aux agents antimicrobiens a
donné les résultats suivants : 56,6% (17/30) de souches résistantes a la pénicilline avec la
CMlg & 32 pg/ml. Les 13 autres souches sont modérément sensibles a la pénicilline.
Quant a la sensibilité a la tétracycline, la résistance a été observée dans 86,6% (26/30),
avec la CMIg a 32pg/ml. Le reste d’isolats est modérément sensible a cette drogue.
Parmi les souches résistantes a la tétracycline 22 présentent une résistante trés élevée a la

tétracycline (CMI > 32 pg/ml), et 11 souches sur les 22 sont aussi productrices de f3-
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lactamase. En outre la résistance a médiation chromosomique a la tétracycline est

observée dans une souche; et dans trois souches résistantes a la pénicilline.

Tout comme les souches du groupe A, celles du groupe B sont toutes sensibles a
la ceftriaxone, 4 la cefixime, 4 la spectinomycine, et a la ciprofloxacine, a I’exception de la
souche 17GA du Cameroun qui présente une sensibilité décroissante a la ceftriaxone et a
la cefixime (CMI = 0,5 ug/ml). Cette valeur n’a pas été interprétée a cause de manque de

critére d’interprétation. (tableau 3).
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Tableau 2 : CMIs de six antimicrobiens et incidence de resistance de N. gonorrhoeae

1solé au Cameroun.

Agents antimicrobiens Intervalles CMlIs CMly % de résistance
pg/ml pg/ml
Pénicilline 0,125->32 1 32 56,7
Tétracycline 0,5-=>32 16 32 86,6
Spectinomycine 4-16 8 16 0
Cefiriaxone 0,001 -> 0,5 0,002 0,016 0
Ciprofloxacine 0,0005 — 0,008 0,004 0,008 0
Cefixime 0,001 - 0,5 0,004 0,016 0

Seuils de sensibilité des antbiotiques :

PEN: =2 (R), TET : =2 (R), SPE : = 128 (R); CEF : <025 (S) ; CFX: <025 (S) ;

CIp:>1.
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Tableau 3 : CMIs de six antimicrobiens et incidence de résistance de N. gonorrhoeae

isolées du Canada.

Agents antimicrobiens Intervalles CMls, CMly, % de résistance
ug/ml pg/ml ug/ml

Pénicilline <0,03->32 0,5 8 16
Tétracycline 0,25-2 1 2 62
Spectinomycine 8-32 16 32 0
Ceftriaxone 0,001 -0,5 0,008 0,125 0
Ciprofloxacine 0,0005 - 0,5 0,004 0,008 0
Cefixime 0,001 — 0,064 0,008 0,032 0

Seuils de sensibilité des antbiotiques :
PEN:>2 (R), TET: =2 (R); SPE : > 128 (R); CEF : <025 (S) ; CFX : <025 (S) ;

CIP: > 1.
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3.4. Profils plasmidiques

L’ADN plasmidique des souches de N. gonorrhoeae provenant du Canada (A) et
du Cameroun (B) a été extrait par la méthode de lyse alcaline et analys¢ sur gel d’agarose
(figure 1 et 2).

Dans le groupe A : 1/13 de ces souches possédent le plasmide 7,04 Kb (type asiatique) et
9/13 ont un plasmide 8,06 Kb. 11/13 présentent une bande plasmidique
approximativement a 3,9 Kb. 6/13 souches possédent de bandes de poids moléculaire

élevé > 16,2 Kb. Une souche posséde un plasmide de 10,10 Kb.

Quant au groupe B, les profils plasmidiques obtenus nous donnent les résultats
suivants
Toutes les souches ont le plasmide 8,06 Kb . Quatre de ces souches ont le plasmide 7,04
MDa (type asiatique) et les mémes souches se sont trouvées hébergeant le plasmide avec
un poids moléculaire élevé > 16.21 Kb. 10/11 souches ont le plasmide a 14,17 Kb et 9/12
ont une bande > 16,21 Kb. 100% des souches du Cameroun présentent une bande a 3,99

Kb.

3.5. Profils électrophorétiques des protéines de la membrane externe

L’extraction des protéines de la membrane externe du N.gonorrhoeae avait pour

but de montrer que celui-ci pourrait étre typé par cette méthode, et de voir si par les
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protéines nous pourrions établir une correlation avec les profils de résistance. Ceux-ci ont
été établis et deux souches représentatives de chaque profil sont analysées par le profil
électrophorétique de leur membrane externe. L’analyse des protéines de la membrane
externe sur gel de polyacrylamide a 12,5% a été effectuée apres leur extraction par
solubilisation de la membrane interne et du peptidoglycane en présence du sarkosyl. Cette
analyse a montré des bandes a 38 kDa et qui est présente chez toutes les souches
étudiées. Par contre, il y a une expression variable des bandes a 21,5 kDa (PII varie de 21
kDa a 32 kDa), parmi les souches (figure 3 et 4 ). En méme temps des bandes de poids
moléculaire trés élevé 66 kDa et 45 kDa ont €té observées dans certains isolats (SHD,

7HD, 15YA, 21YA).
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16,21 Kb
14,17 Kb
12,13 Kb
10,10 Kb
8,06 Kb
7,04 Kb

6,03 Kb
5,01 Kb
3,99 Kb

2,97 Kb

2,06 Kb

Figure 1 : Profils plasmidiques de 11 souches de N gonorrhoeae isolées au Cameroun.

Colonne 2 : témoin négatif Xm5 (souche de Xanthomonas); 3: 16GA : souche intermédiaire a
la PEN et a la TET; 12 : 22GA: souche résistante 4 la PEN et intermédiaire a la TET; 4 :
8GA, 5: 19GA, 6 : 12GA, 11 : 28GA: souches résistantes a la PEN et a la TET; 7 : 7GA, 8 :
9GA, 9 : 18GA, et 10 : 26GA : souches intermédiaires a la PEN et résistantes a la TET. 13 :
ATCC 49226; colonne : 1 "supercoiled DNA ladder": (Life Technologies :2,067; 2,972;

3,990; 5,012; 6,030; 7,045; 8,066; 10,102; 12,138; 14,174; 16,210/Kb).
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Figure 6 : Profils plasmidiques de 13 souches de N. gonorrhoeae isolées au Canada et
au Cameroun. f: 19HD; g : 17GA;1: 37HD et n : 14GA : souches résistantes a la PEN
etala TET; a: 3YA, d: 15GA, h :16GA : souches résistantes a la PEN et intermédiaires
ala TET; b : 25GA, ¢: 3HD, et j : 46HD : souches intermédiaires a la PEN et résistantes
alaTET; e: 1YA, i: 7HD et k : 2HD : souches intermédiaires a la PEN et a la TET.
colonne :m :"supercoiled DNA ladder": (Life Technologies :2,067, 2,972, 3,990, 5,012,

6,030, 7,045, 8,066, 10,102, 12,138,14,174,16,210/KDb).
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Figure 2 : Profils plasmidiques de 11 souches de N. gonorrhoeae isolées au Canada.

Colonne 14 : témoin négatif Xm5 (souche de Xanthomonas); 4 : 4HD et 5: 9HD ; souches
intermédiaires a la PEN et a la TET; 6 : 18HD, 7 : 16HD, 11 : 8HD, 12 : SHD : souches
résistantes a la PEN et a la TET; 2 : 21HD; 3 : 27HD : souches intermédiaires a la PEN et
résistantes 4 la TET. 9: 3HD, 10 : 10HD; 13 : 6HD : souches résistantes a la PEN et
intermédiaires a la TET, 8 : ATCC 49226; colonne : 1 "supercoiled DNA ladder": (Life
Technologies :2,067; 2,972; 3,990; 5,012; 6,030; 7,045; 8,066; 10,102; 12,138; 14,174,

16,210/Kb).
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16,21 Kb

14,17 Kb
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10,10 Kb
8,06 Kb
7,04 Kb
6,03 Kb
5,01 Kb

3,99 Kb

2,97 Kb

Figure 5 : Profils plasmidiques de 11 souches de N gonorrhoeae isolées au Canada et
au Cameroun. 3 : 14GA, 4 : 23GA, 5 : 11GA, 7 : 19HD, et 8 : 30HD : souches
résistantes 4 la PEN et 2 1a TET; 2 : 2YA, 9 : 46HD, : souches intermédiaires a la PEN
et résistantes a la TET; 6 : 35HD: souche sensible a la TET et & la PEN; 10: ATCC
49226; colonnes 1 et 2: "supercoiled DNA ladder": (Life Technologies : 2,067,

2,972; 3,990; 5,012; 6,030; 7,045; 8,066; 10,102; 12,138; 14,174; 16,210/Kb).
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Figure 3 : Profils électrophorétiques des PME de N. gonorrhoeae isolés au Cameroun sur
SDS-PAGE. Les échantillons des colonnes représentent respectivement : A : 3YA et B :
7YA : souches résistantes a2 la TET et intermédiaires 4 la PEN; D : 1YA : souche
intermédiaire a la TET et a la PEN; E : ATCC 49226; F : 16GA et G : 21GA : souches
résistantes a la PEN et intermédiaire a la TET; H : 5YA et I : 15GA : souches résistantes a
la PEN et a4 la TET. Tous ces isolats ont été traités avec du sarkosyl a 20% et du 2-
mercaptoéthanol a 5%. Les colonnes C et J représentent la protéine-étalon: 97,4 kDa
(phosphorylase b), 66,2 kDa (albumine sérique), 45 kDa (Ovalbumine), 31 kDa (anhydrase

carbonique), 21,5 kDa (Inhibiteur de trypsine) 14,4 kDa (Lysozyme).
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Figure 4 : Profils électrophorétiques des PME de N. gonorrhoeae isolé au Canada sur SDS-
PAGE. Les échantillons des colonnes représentent respectivement : A : 10HD et B : 22HD :
souches résistantes a la PEN et intermédiaires a la TET; C: 37HD et D: SHD : souches
résistantes a la TET et a la PEN; F: ATCC 49226; G : 28HD : souche sensible a la TET et a
PEN, et H : 29HD : souche résistante & la PEN et intermédiaire a la TET. Tous ces isolats
ont été traités avec du sarkosyl 20% et du 2-mercaptoéthanol 5%. Les colonne E et I
représentent la protéine-étalon : 97,4 kDa (phosphorylase b); 66,2 kDa (albumine sérique);
45 kDa (Ovalbumine); 31 kDa (anhydrase carbonique); 21,5 kDa (Inhibiteur de trypsine);

14,4 kDa (Lysozyme).

PII
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3. Discussion

Dans cette ¢tude, nous avons essayé de caractériser les souches de N
gonorrhoeae isolées dans deux pays différents : a savoir le Cameroun (groupe B) et le
Canada (groupe A). Ces caractéristiques pourraient permettre d’établir ainsi des
comparaisons des souches de ces deux aires géographiques différentes. Il faut préciser
que les souches camerounaises et canadiennes productrices et non productrices de -
lactamase ont été sélectionnées & partir de la collection d’isolats cliniques de N
gonorrhoeae disponibles respectivement au laboratoire du CHUM et au Centre Pasteur
de Yaoundé. Ainsi, les pourcentages de résistance aux antibiotiques donnés ne
représentent pas la prévalence des souches résistantes de N. gonorrhoeae dans ces deux

pays.

La sensibilité des isolats du groupe A a six agents antimicrobiens étudiés a montré
que la résistance extrinséque (a meédiation plasmidique, CMI > 8 pg/ml) est le principal
mécanisme de résistance de N. gonorrhoeae aux antibiotiques de la famille des f3-
lactamines, tandis que cing souches présentaient une résistance intrinseque (4 médiation
chromosomique, CMI de 2 a 4 pg/ml). Ces données correspondent a celles rapportées
dans plusieurs études au Canada et dans divers autres pays. Ces €tudes montrent que la
résistance 4 médiation plasmidique est plus fréquente que celle de type chromosomique

(Anonymes, 1990a; Clendennen et coll,, 1992). La résistance a la tétracycline a été
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observée dans 31 souches canadiennes, dont 27 ont pour valeurs de CMI égales a 2
pg/ml ce qui constitue une résistance de faible niveau.

Cependant, notons que cette résistance aussi basse soit-elle, le nombre d’isolat
est tout de méme important. Ceci pourrait nous amener a croire que la sensibilité a la

tétracycline des isolats canadiens décroit progressivement.

Des rapports ont souvent donné la CMIg & 1 pg/ml pour cette drogue, mais nous
’avons & 2 pg/ml. En outre, 18 souches ont été classées comme modérément sensibles a
cet antibiotique selon les seuils de sensibilité du NCCLS. Ces résultats intermédiaires sont
dus en plus grande partie a plusieurs facteurs techniques. Le NCCLS (1990) a rapporté
que chez les patients ayant ces souches le taux de guérison se situe entre 85 et 95%, ce
qui est inférieur a celui de plus de 95% observé avec les souches sensibles. Malgré toutes
ces constatations, la tétracycline seule n’est pas recommandée pour le traitement de la
gonorrhée au Canada (Anonymes, 1990a). La situation est différente au Cameroun ou

I’on prescrit cet antibiotique selon les signes cliniques.

La sensibilité de toutes les souches vis-a- vis de la ceftriaxone confirme que cet
antibiotique reste parmi les antibiotiques les plus actifs, et donc les plus efficaces contre
les gonocoques. Par ailleurs, nos isolats canadiens ont montré un taux de sensibilité de

100% pour les autres antibiotiques : (cefixime, spectinomycine, ciprofloxacine).

Malgré qu’a I’heure actuelle les rapports indiquent une sensibilité¢ décroissante a

la ciprofloxacine. Cette derniére n’est recommandée pour la gonorrhée au Canada pour
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les souches de provenance asiatique (Philippines) (Anonymes, 1996). En général, on peut
constater que la multirésistance n’est pas présente chez les souches du groupe A. Cette
observation n’est pas surprenante, si ’on considére que les isolats multirésistants
représentent des cas isolés. Et, il existe au Canada un programme permanent de
surveillance des isolats de N. gonorrhoeae au niveau national. Ce programme a pour

objectif de contrdler des gonocoques antibiorésistants (Anonymes, 1990a).

L’ analyse du contenu plasmidique des souches du groupe A a révélé la présence
du plasmide 3,99 Kb dans presque toutes les souches, celui-ci serait le plasmide
cryptique. Des données publiées antérieurement dans d’autres pays ont trouvé ce
plasmide dans 100% des isolats traités. Des études canadiennes ont montré une
prévalence semblable (Anonymes,1990b). Cependant la fonction de ce plasmide reste

jusqu’a présent inconnue.

Les plasmides de 7,045 Kb (type asiatique), connus pour coder la production de la
B-lactamase TEM-1 (Brunton et coll., 1986), sont présents chez les souches du groupe A
étudiées. Ces plasmides sont connus comme causant la résistance a la penicilline, dont
plusieurs rapports ont fait mention (Phillips, 1976). Plusieurs chercheurs avaient souligné
I’association du plasmide conjugatif 37.7 Kb et du plasmide de 7,045 Kb (Palomares et
coll., 1990). Nous n’avons pas mis en évidence le plasmide conjugatif de 37.7 Kb.
Cependant nous avons observé des bandes de haut poids moléculaires >16,21 Kb

(Jephcott et coll, 1986; Falk et coll, 1988; Anonymes, 1990a). Nous n’avons pas
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observé le plasmide de 5,012 Kb (type afticain ). Par contre, un plasmide de 8,06 Kb a
été observé. Un plasmide approximatif de 8,7 kD a ¢été observé chez H. ducreyi et
N.gonorrhoeae. Ce plasmide coderait pour la production de I’enzyme PB-lactamase
(McNicol coll., 1983). De méme un plasmide de 10,10 kb a été observé dans cette étude.
Celui-ci avait été trouvé en Nouvelle-Zelande, il coderait pour la production de I’enzyme

B-lactamase. Dans leur rapport il s’agit d’un plasmide instable (Breatt, 1989).

Le sérotypage montre que le sérogroupe WII/III est le plus prédominant parmi
toutes les souches (92%). Il est présent chez 88,8% des souches productrices de [3-
lactamase, et chez 92,7% des isolats non producteurs de cet enzyme. Par conséquent, ce
sérogroupe est fréquent chez les souches sensibles. Nos résultats different de ceux publi€s
par d’autres chercheurs, qui ont observé une fréquence élevée du serogroupe WIVIII
chez les souches résistantes tandis que le sérogroupe WI était associé plus fréquemment
aux souches sensibles (Ison et coll, 1988, Palomares et coll, 1990). De méme nos
résultats démontrent la grande variabilité de caractéristiques existantes chez N
gonorrhoeae. Cependant la classification de nos souches en sérogroupe seulement reste
trés limitée. Wooford et coll., (1989) ont constaté que dans le méme serogroupe WII/IIIL,
il existe divers profils et degrés de sensibilité selon le sérovar. Il est donc possible que les
souches B-lactamase positives et négatives, possédant le méme sérogroupe soient classées
en sérovar, ce qui permettrait d’établir des différences de ces méme souches. La
classification des sérogroupes en sérovars permettrait aussi une plus grande variéteé de
classes, et possiblement d’établir une relation plus claire avec la sensibilité aux

antibiotiques. Dans cette étude nous avons obtenu une souche non typable isolée au



Canada. Le rapport annuel, 1996 du LSPQ signale I’existence des souches de M.
gonorrhoeae ayant les mémes caractéristiques que la nétre . Elle est non productrice de
B-lactamase et ne répondant pas a I’épreuve de co-agglutination par la trousse de
Phadebact. Deux souches représentatives de chaque profil sont analysées par leur profil
électrophorétique des membranes externes. L’expression des protéines de la membrane
externe sur gel de polyacrylamide chez toutes les souches étudiées montre I’absence de la
protéine d’opacité (21,5 kDa) dans certaines souches parmi les souches résistantes a
médiation plasmidique et les souches sensibles. Cette protéine (de 21,5 kDa a 31 kDa) est
responsable de I’apparence des colonies et de ’adhésion aux cellules épithéliales et
neutrophiles (Blake, 1985). Par contre les protéines I (38 kDa), ont été observées chez
toutes les souches, incluant les souches présentant une CMI de pénicilline de 2 pig/ml. Au
vu de ce résultat, nous n’allons pas exclure la possibilité qu’il ait eu une altération au
niveau de la porine chez ces souches. Il a été trouvé des modifications de cette protéine
chez les souches montrant une résistance chromosomique (Guymon et coll., 1978; Furuki

et Sparling, 1986).

Les caractéristiques des souches du groupe A analysées dans cette €tude, nous
permettent de constater que la résistance a la pénicilline par médiation plasmidique est le
principal mécanisme utilisé. Celle-ci est due 4 la présence de plasmides de type africain et
asiatique. La classe de sérogroupe prédominant chez les souches sensibles et résistantes
est WIL/IIL

Par contre, en ce qui concerne les souches du groupe B, nous avons clairement

établi la présence de la multirésistance. Cependant un nombre limité de souches a été
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obtenu du Cameroun, surtout a cause des difficultés de transport et la fragilit¢ de ce
microorganisme. Nos résultats indiquent la présence des PPNG dans ce pays: 56,7%
(17/30). De méme la sensibilité des souches camerounaises aux six antimicrobiens étudies
montrent aussi que la résistance extrinséque est le principal mécanisme de résistance a la
pénicilline, quant & la résistance intrinséque elle s’observe dans trois souches. 86,7%
(26/30) souches de N. gonorrhoeae isolées au Cameroun sont résistantes a la tétracycline.
Nos résultats confirment ceux rapportés par d’autres études, qui ont signalé ’émergence
des souches de N. gonorrhoeae résistantes a la tétracycline (TRNG) en Afrique. II est
difficile de conclure si la propagation des TRNG est une conséquence de "utilisation de la
tétracycline. Cet antibiotique n’est pas utilisé comme traitement de la gonorrhée dans
cette region. Le facteur le plus important contribuant a la propagation rapide des TRNG
pourrait étre I'utilisation incontrélée et I’automédication avec la tétracycline pour une
large gamme de maladies infectieuses. Cette résistance serait médiée par les plasmides
parce que 26/30 souches du Cameroun ont montré une CMI > 32 pg/ml. Cependant nous
n’avons pas isolé le géne responsable fefM, afin de pouvoir le confirmer avec certitude
dans notre étude comme cela avait été fait dans d’autres études (Robert et coll., 1988).
Elle survient aussi bien dans les souches non productrices de B-lactamase que les PPNG.
Le diagnostic différentiel de la gonorrhée et du Chlamydia est rarement effectué au
Cameroun. Et, la tétracycline est le plus souvent utilisée pour controler les infections lors
d’un diagnostic présomptif simplement basé sur les signes et les symptomes cliniques.
Ceci pourrait s’ajouter a ce qui a été dit plus haut pour expliquer la résistance du N.
gonorrhoeae 3 la tétracycline que nous observons dans ce groupe d’isolats. Sur la base

des données de sensibilité in vitro a la pénicilline et de la tétracycline, il apparait que ces
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deux antibiotiques ne peuvent pas étre utilisés pour le traitement de la gonorrhée au
Cameroun. Malgré le fait que nous ayons obtenu une souche avec une CMI > 0,5 pg/ml
a la ceftriaxone et a la cefixime, celles-ci et bien d’autres peuvent étre de bons candidats
pour le traitement des infections & gonocoques causées par ces souches tel que

recommandé par ’OMS.

Aucune résistance a la cefiriaxone n’a jamais été decelée en Afrique. Le prix élevé
de cette drogue en Afrique contribue & limiter son utilisation. Cependant, aprés plusieurs
années d’utilisation en Asie du Sud Est, aucun cas de résistance certaine n’a été rapporté
jusqu’a présent.

Tous les isolats sont sensibles a la ceftriaxone, a la cefixime, a la spectinomycine,
a la ciprofloxacine. La ciprofloxacine demeure efficace a 100% en Afrique. Cependant
une sensibilité décroissante a la norfloxacine et ’ofloxacine qui font partie de la famille
des quinolones a été décrite au Rwanda (Bogaerts et coll., 1993). L’émergence de la
résistance a la ciprofloxacine en Asie du Sud Est nous améne a penser que cette
résistance pourrait bient6t apparaitre en Afrique, ce qui requiert une surveillance ferme.
De notre étude, nous pourrons suggérer qu’il est probable que les souches de N
gonorrhoeae auraient été pleinement sensibles aux antibiotiques qui ne sont pas
couramment utilisés au Cameroun. Comme c’est le cas de la spectinomycine et la
ceftriaxone. Les résultats de la sensibilité a la ciprofloxacine de nos isolats nous amenent
a dire que cet antibiotique représente une alternative viable pour le traitement de la

gonorrhée au Cameroun.
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L’étude sérologique des souches du groupe B montre que le serogroupe WII/III
est prédominant parmi les souches soit 63,4% (19/30). 33,4% (10/30) appartiennent au
sérogroupe WI, et une souche s’avere non typable par cette meéthode. WIIIII est
présente chez 64.7% des souches productrices de B-lactamase, et 43,4% chez les souches
non productrices de cet enzyme. La présence de ce serogroupe aussi bien chez les
souches résistantes et sensibles ne nous permet de I’associer a la résistance. Bien que
d’autres rapports aient associé le sérogroupe WIL/III avec les niveaux €levés de résistance
aux agents antimicrobiens.

Les profils plasmidiques des souches du Cameroun choisis selon leur sensibilité a la PEN
et 4 la TET sont obtenus sur gel d’agarose. Parmi les souches examinées dans cette
étude, 4/12 ont le plasmide a 7,045 Kb (type asiatique). Ces plasmides sont connus pour
coder une B-lactamase 7EAMI (Brunton ewt coll., 1986). D’autres plasmides de 8,06 Kb
et 10,10 Kb codant pour la production de ’enzzyme [-lactamase (Breatt, 1982 et
Brunton et coll., 1982). Nous n’avons pas observé le Cependant, nous retrouvons le

plasmide 7,045 Kb qui serait probablement des souches importées.

L’incidence élevée des souches de N. gonorrhoeae portant le plasmide conjugatif
37,7 Kb a des implications importantes & 1’épidémiologie de la gonorrhée. Ce plasmide
est connu a mobiliser les plasmides B-lactamases et le géne de résistance a la tétracycline
(tet M). La prédominance des souches hébergeant le plasmide 37,7 Kb vient avec d’autres
déterminants de la résistance médiée par les plasmides. Ceci suggére que ce plasmide

facilite le transfert des plasmides codant pour la résistance. Des chercheurs ont observé
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que les souches qui sont les plus aptes & recevoir les plasmides de la B-lactamase sont

celles qui possédent le plasmide conjugatif (Robert et Falkow, 1977).

Un plasmide de poids moléculaire > 16.21 Kb est observé dans 9/12 souches pour
lesquelles il est difficile d’interpréter le role. Tous les isolats du Cameroun ont une bande
3.99 Kb qui serait le plasmide cryptique. Ce plasmide a été observé dans 100% des isolats
étudiés au Canada et dahs d’autres études. La fonction de ce plasmide reste encore

inconnue (Anonymes, 1990b).

Le plasmide de 38,8Kb est caractéristique de la résistance élevée de la
tétracycline. Malhereusement, nous n’avons pas fait une étude poussée afin de
déterminer le géne responsable fer M. Cette résistance est rapportée la premiére fois en
1985 (Anonymes,1985). Elle est induite a travers un plasmide conjugatif, lequel porte le
déterminant zet M. Ce déterminant code pour une protéine qui protége la translation dans

une voie non définie. Il est capable d’assurer son propre transfert (Ikeda et coll., 1986).

L’analyse des profils des protéines de la membrane externe sur SDS-PAGE
montre une expression variable de la PII (21,5 kDa ) parmi toutes les souches étudiées de
N. gonorrhoeae isolées au Cameroun. 1l serait difficile d’associer la présence de PII avec
la résistance aux antibiotiques quoiqu’il n’existe pas de variation dans ’expression de la
protéine PI. Cette analyse ne peut permettre d’exclure le phénomeéne d’altérations dans la

diffusion des antibiotiques & travers la porine comme un mécanisme possible de résistance
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aux antibiotiques hydrophiles. D’autres études plus poussées seraient nécessaires pour

confirmer la présence de chaque altération.

Une série d’altération et d’acquisition de facteurs de résistance serait & I’origine
de la résistance de cette bactérie. Ceci explique le processus de sélection observé sous la
pression des antibiotiques. Ce complexe aménerait a cette population une résistance tres

élevée de N. gonorrhoeae au Cameroun.

Il est admis que cet échantillonnage relativement limité des souches ne peut
représenter adéquatement la situation nationale au Cameroun relative a la multirésistance

de N. gonorrhoeae.

Ces souches sont recueillies dans deux zones urbaines du Cameroun. Les niveaux
de résistance ou de circulation peuvent varier d’une région a une autre. Mais ces données
montrent clairement que les souches multirésistantes de N. gomorrhoeae sont bien

présentes dans les deux régions de ce p&gls. Elles peuvent étre disseminées a d’autres
régions du monde. Quant a l'intérieur du pays, cette information est alarmante,elle

invoque un besoin crucial de mettre ’accent sur 1’établissement des programmes de
surveillance de la résistance aux antibiotiques partout au Cameroun dans le but d’éviter
les échecs de traitements et la propagation de ces souches résistantes de N. gonorrhoeae

non seuleument a ’intérieur du pays, de I’ Afrique, mais aussi dans le monde entier.
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En général, des différences importantes ont été observées en comparant les
résultats de I’étude des deux groupes de souches. Au niveau de la sensibilité aux six
antibiotiques étudiés, on observe que les souches du Cameroun présentent un plus haut
niveau de résistance. L’analyse de la résistance aux antibiotiques de type B-lactamines,
montre que les souches du Cameroun sont résistantes & 56,7% contre 24% de celles du
Canada. Cette résistance serait due principalement a la présence de plasmides codant
pour une B-lactamase de type TEM-1. Pour la résistance plasmidique chez les souches du
Canada, comme nous ’avons mentionné plus haut, elle présente un pourcentage €levé de
résistance. Celui-ci n’est pas représentatif de la prévalence réelle.

Un rapport provenant du Laboratoire National Canadien sur les maladies
transmises sexuellement a montré que sur la totalité des cas de gonorrhée au Québec, la
proportion attribuable a ce type de résistance a doublé de 1987 a 1988, passant de 2,3 a
5,7% (RHMC, 1990). De ces cas a PPNG, 92% ont été observés dans trois régions
urbaines, soit 69% dans la seule région de Montréal, suivie de la région située au sud de
Montréal (13%) et celle de 1’agglomération de Québec avec 10% des cas. Un autre
rapport provenant du Relevé des maladies transmissibles au Canada montre que les
souches résistantes de N. gonorrhoeae productrices de pénicillinase représentaient 11%
de tous les cas de gonorrhée signalées en 1990. En 1995, cette proportion atteignait 23%.
Jusque 13 cette Iincidence demeure trés faible. Selon ces données, I’incidence réelle
d’infections 4 PPNG dans la région de Québec serait de 0,57%. Excluant les PPNG, la
résistance de bas niveau a la pénicilline (résistance chromosomique) n’est pas fréquente
chez les souches du Québec. Par contre le laboratoire national pour les MTS, montre que

le nombre de souches résistantes de N. gonorrhoeae chez les cas déclarés est a la hausse
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au Canada. En 1995, on a signalé 128 cas d’infection a N. gonorrhoeae résistants a la
pénicilline, 223 cas d’infections a N.gonorrhoeae résistantes a la pénicilline et a la
tétracycline. Au Cameroun les souches PPNG n’ont pas cessé de se propager. Une seule
étude a montré que le nombre de PPNG est passé de 32,28% en 1984 a 53,68% en 1987
(B.T.Abong et coll., 1991). Les tests de sensibilité a la tétracycline montrent qu’il existe
des différences trés marquées vis-a-vis de cet antibiotique entre les deux groupes de

souches étudiées.

Chez les souches du Cameroun cette résistance est observée chez 26/30 (86,7%)
des isolats, incluant les deux types de résistance, soit la résistance plasmidique (tres
élevée : 96,2% avec la CMIg = 32 pg/ml) et chromosomique (bas niveau) chez une seule
souche avec la CMI=8 pg/ml, contrairement aux souches du Canada, ou I'incidence de la
résistance chromosomique a la tétracycline s’est chiffrée a 90% des souches résistantes a

la tétracycline avec une CMI égale a 2 pug/ml.

Au Cameroun, tout comme dans plusieurs pays en voie de développement le
diagnostic des infections génitales d’origine bactérienne est fréquemment réalis€¢ sans
I’aide d’examens de laboratoire, principalement dans le cas des infections a Chlamydia et
a gonocoques. Les manifestations cliniques de ces deux maladies sont tres semblables, et
la possibilité qu’elles se présentent de fagon simultanée est grande (Batteiger et coll,
1989; Hook et Holmes, 1985). Pour ces raisons la tétracycline est utilisée pour traiter les
infections concommittantes et plusieurs autres infections bactériennes. Au Canada, les

conditions de diagnostic et les traitements sont différents, ce qui expliquerait les
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différences de résultats de tests de sensibilité obtenus pour la tétracycline dans les deux
pays. Par ailleurs, un contréle plus serré par les programmes de surveillance mis en place
et une grande disponibilité de soins (Canada) expliqueraient également les différences
observées des niveaux de résistance dans ces deux groupes géographiques. Il est connu
que la résistance aux antibiotiques n’est pas statique et que les genes de résistance
peuvent se transmettre entre les souches d’une méme espéce ou d’espéces différentes.
Cette acquisition de résistance chez N. gonorrhoeae peut se faire via les mécanismes de
transformation et/ou de transposition.

A T’exception, d’une souche 17GA qui montre une CMI > 0.5 pg/ml a la
ceftriaxone et a la cefixime, toutes les autres sont sensibles a ces antibiotiques. Tous les
isolats sont sensibles respéctivement a la cetriaxone, cefixime, spectinomycine,
ciprofloxacine. Ces quatre antibiotiques ne sont presque pas utilisés au Cameroun pour le
traitement des infections & gonocoques. Un seul type de plasmide approximatif
caractéristique de la résistance a été retrouvé, le type asiatique au Cameroun et au
Canada. Cette observation suggére que les isolats ayant de":jé acquis ce plasmide de
résistance (type asiatique) seraient importés de cette région a l’autre respectivement.

(Falk et coll., 1988; Roberts et Falkow, 1979; Anonymes, 1988).

Des facteurs tels que le sexe, les habitudes sexuelles, la race et le lieu anatomique
de l’infection, montrés comme étant liés a la varation chez les souches de N
gonorrhoeae (Whittington et Knapp, 1988; Knapp et coll., 1978; Reid et Young, 1984)
pourraient étre associés a d’autres parametres specifiques. Ceux-ci restent a découvrir

dans le cas des souches du groupe B. Les souches du Canada présentent un profil
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plasmidique en accord avec les observations faites par les chercheurs cités plus
haut. Chez les deux groupes, on observe une prédominance du sérogroupe WILIII
indépendamment de la sensibilité aux antibiotiques.

Cette classe de sérogroupe a été rapportée par plusieurs chercheurs comme étant
la plus fréquente chez les souches résistantes. Il apparait que le sérogroupe n’est pas une

caractéristique stable, contrairement & ce qui a été longtemps considér€.

I est possible que le sérogroupe soit aussi influencé par des facteurs non identifiés
jusqu’a présent. Les profils électrophorétiques des protéines de la membrane externe sont
semblables chez les deux groupes de souches. Il est probable que des études plus
approfondies de la membrane externe, plus spécifiquement au niveau des porines puissent

démontrer des différences chez les souches du Cameroun.

Cette étude confirme les observations d’autres chercheurs en relation avec la
variabilité des caractéristiques chez N. gonorrhoeae selon les régions géographiques.
D’ou I'importance de suivre ’évolution de ces caractéristiques, ce qui par la suite pourra
permettre une meilleure planification des programmes de controle des infections causées
par ce microorganisme. De plus, la diffusion de ces caractéristiques pourra sensibiliser les
professionnels du corps médical et tirer la sonnette d’alarme a la population. Nous avons
eu des similarités et surtout des différences au niveau des caractéristiques de ce
microorganisme, ainsi la connaissance de ces données pourra permettre aux deux pays

soit de mieux controler les souches importées au niveau des programmes de surveillance,
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soit d’en créer la ou I’existence fait défaut a4 fin de mieux traiter les infections a

gonocoques et de pouvoir controler les souches multirésistantes respectivement.
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5. Conclusion

Les nouvelles connaissances acquises au cours du présent travail, nous permettent
de conclure que :
les souches de N. gonorrhoeae isolées au Canada sont plus sensibles & la pénicilline
comparativement a celles du Cameroun; la résistance serait plus de type chromosomique

au Canada par contre elle serait plus plasmidique au Cameroun.

La production de la B-lactamase pourrait étre responsable de le résistance a la pénicilline
observée dans les deux pays. Le sérotypage nous a permis de constater que le sérogroupe
WII/III est prédominant & la fois chez les souches sensibles et résistantes dans les deux
pays. Il nous apparait difficile d’attribuer cette résistance aux protéines de la membrane a
cause de sa présence aussi bien chez les souches sensibles que résistantes. Le plasmide
caractéristique d’Asie a été trouvé aussi bien dans le groupeA que dans le groupe B d’ou
la nécéssité de programmes de surveillance pour contrdler I’émergence des souches ayant
acquis des facteurs de résistance dans d’autres pays. Des plasmides moins frequents ont

été observés dans les deux groupes.

Au cours de ce travail, nous avons ressorti les caractéristiques des souches de N
gonorrhoeae isolées au Canada et au Cameroun. Celles-ci permettent de constater que la
résistance aux antibiotiques serait plus liée a I’acquisition des plasmides R, car nous avons

retrouvé les plasmides caractéristiques de cette résistance selon la litterature, a
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’exception de la résistance trés élevée de la tétracycline dont nous n’avons pas isolées le
geéne déterminant retM. Une étude approfondie avec un échantillonage important
permettrait d’en tirer de plus amples conclusions. Un autre facteur favorisant cette
résistance élevée serait due a la consommation abusive et incontrdlée des agents
antimicrobiens. A ’heure actuelle, I’ Afrique constitue un foyer des souches résistantes,
avec pour risque, la propagation de celles-ci dans le monde et chez d’autres espéces
pathogénes tel que le Neisseria meningitidis.

Nous espérons que ces données contribuent a une meilleure connaissance des souches de
N. gonorrhoeae provenant de ce pays, et par conséquent permettent d’élaborer des

mesures de controle plus appropriées.
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