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RÉSUMÉ 

 

L’émergence  des  souches  bactériennes  résistantes aux  antibiotiques  est un phénomène 

inquiétant,  qui se  répand  à  travers le  monde.  Staphylococcus aureus  et  Pseudomonas 

aeruginosa  sont  des  bactéries pathogènes  opportunistes  multi  résistantes  qui  peuvent 

causer  plusieurs maladies. Cependant,  ces  bactéries deviennent  difficiles à  traiter  avec 

des  antibiotiques  sans  occasionner de  toxicité. Alors pour  trouver  des  solutions,  c’est  

nécessaire de développer de nouvelles molécules afin de combattre les agents  pathogènes 

résistants. Grâce  à  leur action  pharmacologique, les fluorures  exercent un  certain  effet 

antibactérien  au  niveau  de  l'émail des  dents; donc,  leur  association  aux  antibiotiques 

pourrait   bien  a  méliorer  l’activité   antimicrobienne. De  ce  fait,  nous   nous   sommes 

proposés d’étudier les activités in vitro de  la vancomycine (VAN), l’oxacilline (OXA), la 

ceftazidime (CFT) et  la méropenème (MER) libre  ou  associée  au   fluorure  de  sodium 

(NaF)  et  fluorure  de   lithium (LiF)  qui  ont  été  évaluées  sur des  souches S.aureus  et 

P.aeruginosa  sensibles  et  résistantes,  par  la  méthode  de  la microdilution en bouillon, 

déterminant leur concentration  minimale inhibitrice (CMI),  leur concentration  minimale  

bactéricide (CMB), leur courbe  cinétique (Time-Kill). Leur  cytotoxicité sur les  globules 

rouges humains, et   leur  stabilité  à  la température   de  4°C   et  22°C  ont  été  étudiées.  

Les   associations   des   antimicrobiens   aux   dérivés   des   fluorures   ont   montré   une 

amélioration  de  l’effet  des  antibiotiques  par  la  réduction  des  leurs  concentrations  et  

toxicité   pour   traiter   correctement   ces   pathogènes   résistants.   Par  conséquent,  des  

antibiotiques   associés   aux   dérivés   de   fluorure   pourraient  devenir   une   option  de 

traitement  contre des souches  résistantes afin de diminuer la toxicité causée par de fortes 

doses des antibiotiques conventionnels. 

 

 

MOTS-CLÉS :     Staphylococcus   aureus;   Pseudomonas   aeruginosa;  Antibiotiques;  

Résistance;  Dérivés de fluorure;  CMI;  CMB;  Time-Kill;  Cytotoxicité;  Stabilité.      
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SUMMARY 

 

The  emergence  of  bacterial strains  resistant  to antibiotics is  a  worrying  phenomenon, 

which  has  spread worldwide. Staphylococcus aureus and  Pseudomonas aeruginosa  are 

multi-resistant opportunistic pathogenic bacteria  that can cause many diseases. However, 

they have become difficult to treat with  antibiotics without causing toxicity to humans. It 

is  therefore  necessary  to develop new molecules against resistant  pathogens  to  combat 

this problem. Due  to their pharmacological action,  fluorides  have  an antibacterial effect 

on  tooth  enamel which  suggests that their combination with  antibiotics  could  improve 

antimicrobial  activity.  Thus,  we  proposed  to  study  in  vitro  activities  of vancomycin 

(VAN),  oxacillin (OXA), ceftazidime (CFT) and meropenem (MER)  alone or  combined 

with  sodium  fluoride (NaF)   and   lithium  fluoride (LiF )  that  were  evaluated  against  

resistant  and   susceptible  strains   of   S. aureus   and   P. aeruginosa   by   antimicrobial  

susceptibility   testing ,  in determining  their  minimum  inhibitory  concentration (MIC),  

minimum bactericidal concentration (MBC), and   kinetics (Time-Kill). The evaluation of 

cytotoxicity  on  human  red  blood  cells, and determination of stability  at  two  different 

temperatures (4°C, 22°C) were also performed. Associations of  antibiotics  with fluoride  

derivatives showed an improvement by increasing the effect of antibiotics  with  minimal  

levels  necessary to achieve the same result by reducing  their toxicity and to properly kill 

these resistant pathogens. Therefore, antibiotics associated with fluoride derivatives could 

become  a  treatment  option  against  resistant  strains  and  at  the same  time  reduce the 

toxicity caused by high doses of conventional antibiotics. 
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Staphylococcus aureus  (S.a)  une  bactérie  Gram  positif,  et  Pseudomonas   aeruginosa  

(P.a),  une bactérie Gram négatif, responsables de nombreuses infections durant les  deux 

dernières décennies sont devenues  un  problème  clinique  sérieux  aux professionnels de 

la santé.  La  vancomycine (VAN)  est  le médicament de choix pour traiter les  infections  

par   S.a   depuis  plus  de  30  ans,  cependant ces  dernières  années,  la  résistance  a  été  

développée. L’oxacilline (OXA) reste active contre ces souches, mais des staphylocoques 

hospitaliers,   et    plus   récemment   communautaires (présents   hors   de  l’hôpital),  ont  

développé   une   résistance   croisée   aux   pénicillines  M  (méthicilline, oxacilline).  La  

ceftazidime (CFT)  une  céphalosporine  de  3éme  génération   reste  encore  efficace  sur 

de   nombreuses   souches   de   P.a.   La   méropenème   (MER)   une   carbapénème anti-

pseudomonale s’est  avérée  utile  dans  le traitement des maladies graves à Gram négatif. 

De  plus  utilisée en  monothérapie,  elle  ne les  élimine  pas.  Plusieurs  études   relatives  

à ces deux infections ont   rapporté des  taux élevés de résistance   de   P.a   et  S.a  contre  

VAN,  OXA,  CFT  et  MER respectivement  (Dumitrescu O. et  al  2010, Saiman,  2007, 

Werner et  al.,  2008,  Slama T.G., 2008 ).   Par   conséquent,   il   devient   important   de 

développer de nouvelles  thérapies alternatives. Par ailleurs des  chercheurs ont  démontré  

que  des  fluorures associés aux antibiotiques  ont  amplifié  leur activité.   

 

Notre  hypothèse  formule que l’association de fluorure  respectivement  aux VAN, OXA, 

CFT, et  MER pourrait  augmenter  leurs  activités.  Notre  objectif  consiste à développer  

de différentes formulations  actives de  la VAN, OXA, CFT, et MER capables  d’éliminer  

respectivement  S.a  et  P.a.  

 

Nous   avons   réussi  à   les  mettre  en  évidence  par  la  détermination  de    leur activité   

inhibitrice  (CMI),   bactéricide  (CMB),  et  de   la  cinétique  (Time-Kill) respectivement 

sur des souches sensibles et résistantes de S.a et P.a selon  la  méthode  décrite  par  CLSI  

(2007)  et avec l’évaluation de  la cytotoxicité  de  VAN, OXA, CFT, et de la MER seules 

ou associées au fluorure de sodium (NaF) ou de fluorure de lithium (LiF)  par  l’hémolyse  

des  GR  humains.  La  détermination   de  la stabilité de la combinaison des antibiotiques  

au fluorure a été faite à la température de  22°C  et  4°C. Les   données   générées   par  la  

présente  étude  permettront  d’identifier   une   nouvelle  formulation  des   antibiotiques-    
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fluorures  qui  démontreront   une  activité  accrue  sur  les  souches  de  S.a  et  P.a  multi  

résistantes.  La nouvelle formulation de VAN, OXA, CFT, et MER  pourrait  combattre la 

résistance microbienne constituer une thérapie plus efficace  pour éradiquer les  infections  

croissantes à P.a et S.a .    

 

Ce mémoire comporte trois parties:  

La première partie présente:  Une revue de littérature dans  laquelle nous  aborderons  une  

brève présentation et discussion au point de vue de l’épidémiologie, de  la   pathogénicité,  

de  l’importance  médicale, et  des  mécanismes  de  résistance  des   souches  S.aureus  et 

P.aeruginosa et ensuite, des multiples traitements  associés aux antibiotiques précisément 

des  dérivés  de  fluorure.  La  deuxième  partie  sous  forme  d’un  article,  présentera  les  

résultats des  différentes méthodes utilisées. Enfin, une discussion générale qui est incluse 

dans la troisième partie.   
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            1.1 INTRODUCTION 

Les  maladies  infectieuses sont la seconde  principale cause de décès dans le  monde et le 

troisième  du  décès  dans  les  pays   développés.   Les  multirésistantes  bactéries  Gram-

négatives et  Gram-positives vont  continuer à croître en importance dans des  hôpitaux et 

dans   des   communautés   avec   de   fortes    proportions   des   patients   vulnérables   et 

d’utilisations  de quantités  excessives d’antibiotiques [71]. Nous devons donc utiliser des 

outils à notre  disposition pour réduire la  propagation de la résistance. P. aeruginosa et S. 

aureus  ont   le  plus   grand  nombre  de   moyens  pour  développer  une   résistance  aux 

antibiotiques.  

La raison la plus  commune pour un  traitement empirique  inefficace est la résistance aux 

agents  utilisés. Les  bactéries  Gram-négatives et  Gram-positives  deviennent  de plus en 

plus   résistantes  aux   nombreux   antibiotiques   couramment   utilisés. La  diversité  des 

mécanismes de  résistance  chez des  organismes  multirésistants  rend  le  développement 

efficace  de  nouveaux  agents  antimicrobiens  très  difficile,  surtout  contre  les   espèces 

problématiques  telles  que  P. aeruginosa  et  S. aureus .  Ce  problème  a  de plus en plus 

besoin  d’un  développement  de  nouveaux   agents  actifs  contre  les  agents  pathogènes 

multirésistants [80].  

 

Il  y  a intérêts  à  rechercher des  méthodes  qui rendraient les antibiotiques plus efficaces 

afin  de  combattre  ces  bactéries .  Des  recherches ont  démontré que l’administration de 

suppléments de fluorures sous forme de dentifrice, de rince-bouche, de gel et de vernis est 

un excellent moyen de prévention et réduction des caries dentaires [57,56]. Il  est reconnu 

que  les  fluorures  ont   un  effet   antibactérien.  De  ce  fait,  il  serait  possible  que  leur 

combinaison à des antibiotiques améliore leur activité antibactérienne.  

 

Cette   revue   propose  de   discuter   l’épidémiologie,  la  pathogénicité   et  l’importance 

médicale  des   souches   de   S.aureus  et   P.aeruginosa  ainsi  que  leurs  mécanismes de 

résistance  enfin  de mettre  en  évidence  de  diverses  propriétés  du fluorure associé à un 

antibiotique devenu  comme  un antimicrobien plus actif.  
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           1.2 ÉPIDÉMIOLOGIE 

           1.2.1 Staphylococcus aureus 

  

             S. aureus  est une  bactérie pathogène à Gram positif,  la  plus  répandue dans  les  milieux 

hospitaliers [1]. La proportion des bactéries Gram-positif est encore plus élevée (75-80%) 

chez des  patients avec une bactériémie [51].  Des infections à S. aureus sont  de plus  en 

plus   signalées   dans   le   monde.   Actuellement,  des   bactéries  à  Gram   positif   sont 

responsables d’environ 50% des infections  microbiologiques chez des patients atteints du 

cancer [2,100].  Près  de  400.000  hospitalisations dues aux infections à S. aureus ont  été 

signalées chaque année aux États-Unis, selon les statistiques de 2003 [2]. Entre autres, les 

complications  médicales  chez  ces  patients  infectés  sont  devenues  plus  complexes en 

raison du système médical sophistiqué; par conséquent, le  traitement de ces infections est 

devenu plus difficile. L’infection  à S. aureus impose également  un fardeau croissant aux 

ressources des soins de santé,  ainsi que l’augmentation de la morbidité et la mortalité [2].  

Dans   la  dernière  décennie,  les  staphylocoques  sont  de  nouveau  apparus  comme  les 

bactéries prédominantes causant des infections dans milieu hospitalier [3].  

            Le  rôle des  staphylocoques à  coagulasse  négative dans les infections liées  au  cathéter, 

aux  infections des prothèses  articulaires et aux stimulateurs cardiaques (pacemaker)  des 

endocardites est bien établi. Par exemple, le taux d’infection de cathéters intra vasculaires 

a été estimé à 3-5% au Royaume-Uni. Dans une étude européenne dans les unités de soins 

intensifs, des staphylocoques à coagulasse négative ont été trouvés comme premier germe 

isolé des hémocultures  (19,4%). Dans l’ensemble, cela représentait 10,5% des  infections 

(quatrième cause la plus fréquente de l’infection). De plus, ces bactéries  causent  8%  des 

cas  d’endocardites  dues à  l’infection des  valves naturelles qui ne sont pas associées à la 

consommation  de drogues, avec un taux de mortalité de 25%. Ce dernier est  semblable à 

celui dû à S. aureus [4].   

S. aureus résistant à  la méthicilline (SARM)  est devenu très répandu dans plusieurs pays 

à travers le monde, avec  un taux qui dépasse  souvent 40-50% de toutes les autres formes 

isolées à partir de S. aureus [1]. Aux États-Unis, les infections au SARM ont été estimées 

environ 19 000  de  décès  par  année  à  l’hôpital, un chiffre comparable à celui des décès 

annuels   causés  par  le VIH/SIDA,   l’hépatite   virale  et  la  tuberculose [2].  Le  SARM     

présente  plus de  60%  parmi toutes  les formes  isolées de S. aureus aux Etats-Unis  dans 



                                                                                                                                              7 

les unités de soins intensifs des hôpitaux [2]. 

 

1.2.2 Pseudomonas aeruginosa  

 

P. aeruginosa est une bactérie Gram négatif aérobie,  une cause importante des infections 

acquises   dans   la  communauté.   Aussi,  elle  est  une  cause  fréquente   des   infections 

nosocomiales,  ce  qui  représente 11 à 13,8% de toutes les  infections  nosocomiales [22].  

Dans  les  unités  de  soins  intensifs,  P. aeruginosa  est  généralement  responsable  d’un 

pourcentage  très  élevé  d’infections  nosocomiales, qui  varient  de  13.2  à  22.6%  [23]. 

Dans   la   grande  série  de   l’hôpital à  l’échelle des   infections   du   site  opératoire,  P. 

aeruginosa  a  été  considéré comme responsable d’environ 6% de tous les cas.  Parmi  les 

infections du site opératoire qui touchent des patients en réanimation et signalés au réseau 

national  de surveillance du système,  parmi les infections  nosocomiales de 1986  à 2003,  

9,5%   sont   causées  par  P. aeruginosa  [24].  P. aeruginosa  a  été  signalé  responsable 

d’environ  16%  des  infections du site opératoire  et a été la cause la  plus  commune  des 

infections  du  site  opératoire  après la chirurgie gastro-intestinale [25]. P. aeruginosa est 

une   cause  fréquente  d’infections   urinaires  nosocomiales,  soit  environ  9%   dans  les 

hôpitaux  et  jusqu’à 16,3%  chez les patients de réanimation [26]. P. aeruginosa est  plus 

fréquemment  responsable des  infections  urinaires nosocomiales chez  les  patients  avec 

cathéters   urinaires   que   chez   ceux   sans   ces  dispositifs  (10,5% vs 4,1%) [27].  Des 

bactériémies  nosocomiales  ont  été  rapportées  dues  à P. aeruginosa chez 4-6% des cas 

[28]  mais  des  taux  plus  élevés (14-20%)  sont  rapportés par unités des brûlés des soins 

intensifs  [29].  P. aeruginosa  est  également  une  cause  importante de bactériémie chez 

les  patients  atteints  de   leucémie  aiguë,  ce  qui  représente  14-21%  des  épisodes   de 

bactériémies dans cette population de patients [30,31]. Dans l’enregistrement des patients 

atteints  de  la  fibrose  kystique  aux  États  Unis  en  2004, 57,3%  de  toutes  les cultures 

d’échantillons respiratoires  rapportées ont contenu de P. aeruginosa .  

Dans une étude longitudinale qui a associé la  culture d’échantillons  respiratoires avec un 

dépistage sérologique de l’infection à  P. aeruginosa, jusqu’à 97,5% des patients   atteints 

de mucoviscidose ont été trouvés infectés par P. aeruginosa à l’âge de 3 ans [32]. 
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           1.3  FACTEURS DE VIRULENCE ET PATHOGÉNICITÉ 

 

           1.3.1 Staphylococcus aureus 

Le processus d'infection par S. aureus implique l'existence de nombreuses protéines de 

surface, appelées "composants microbiens de surface des molécules reconnaissant la 

matrice adhésive". Celle-ci peut être identifiée comme facteurs d’agglutination, des 

protéines se liant à la  fibronectine, au collagène et à la sialoprotéine de l'os. Les 

syndromes cliniques associés sont l'endocardite, l'arthrite septique, les infections 

endovasculaires et prothétiques-périphérique et les infections du cathéter [5]. S. aureus a 

la capacité de se développer et persister par la formation et l’accumulation de biofilms sur 

l'hôte et les surfaces prothétiques [6]. S. aureus est également capable de former des 

petites colonies, et par la persistance intracellulaire qui peuvent contribuer à des 

infections  persistantes et récurrentes, comme la fibrose kystique ou endocardite [54]. S. 

aureus a la capacité d’éviter et de détruire le système immunitaire de l'hôte lors d'une 

infection. Elle fait cela en produisant une microcapsule anti-phagocytaire [8], et  des 

leucocidines qui provoquent une destruction des leucocytes par la formation de pores 

dans la membrane cellulaire [52]. S. aureus envahit les tissus au cours des infections, en 

produisant de nombreuses enzymes telles que les protéases, lipases, nucléases, lyase 

hyaluronate, la phospholipase C et les métalloprotéase (élastase). Cela provoque la 

destruction des tissus et des infections métastatiques [49,5]. Certaines souches de S. 

aureus  produisent  des  épidermolyses  ou  des  toxines susceptibles de  provoquer  un  

syndrome exfoliatif de la peau ébouillantée ou d’impétigo bulleux [11]. S. aureus peut 

également  sécréter  la  protéine  inhibitrice de  chimiotactisme  de  staphylocoques  ou de 

la protéine d'adhérence   extracellulaire,  qui   interfèrent  à  l’extravasation  des   

neutrophiles  et  au  chimiotactisme sur le site de l'infection [7]. Certaines souches de S. 

aureus produisent de super  antigènes, résultant de diverses toxicoses,  telles que 

l'intoxication alimentaire et le syndrome du choc toxique [9,10]. 
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1.3.2 Pseudomonas aeruginosa  

 

Le mécanisme de  virulence est basé  sur  les  toxines sécrétées et la capacité à former des 

biofilms.  En  outre,  la  présence  de  certains  facteurs  à  la  surface  bactérienne  tels les 

flagelle qui créent des  interactions initiales de la surface, des pilis de surface de multiples 

cellules (type IV)  assurant  l'adhésion  aux  membranes cellulaires. Ceci peut expliquer le 

mécanisme de l'infection, de la virulence et de la résistance des infections à P. aeruginosa 

[33-35].  Un  élément important de la pathogenèse est le flagelle, une  structure  complexe 

de   protéines  responsable  de  la  dispersion  du  biofilm  de  P. aeruginosa. Sa  motricité 

conduit  à  la  création  des  filaments  adhérant  à  la  surface  des  cellules hôtes. Comme 

conséquence, de nombreuses microcolonies seront rassemblées dans un agrégat et attaché 

à  une  surface,  très  souvent  liée  sur  des  dispositifs  médicaux,  de cathéter urinaire ou 

vasculaire    au    P. aeruginosa [43,44].  Un   facteur   déterminant   la   virulence   de   la 

pathogenèse   de  P. aeruginosa  est  le  système  de  sécrétion  de type III à travers quatre 

toxines  identifiées  comme  ExoS,  Exot,  ExoU  et  ExoY.  Ces  dernières  sont   libérées 

directement  chez  les  cellules  hôtes.  Les  plus  virulentes  des  protéines  effectrices   de 

type III  de  P.a  est  ExoU  [36-38].  En  outre,  une  production  excessive  d'alginate   de 

polysaccharide   extracellulaire,  par   certaines   colonies   de   P. aeruginosa  génère  une 

condition  appelée "mucoidy"  qui  semble  avoir  un  rôle  important pour la formation de 

biofilms   bactériens [22].   Aussi,   l'activité   de    P. aeruginosa  est  différente  lorsqu’il 

fonctionne  comme un groupe. L’utilisation d’un processus de signalisation intercellulaire 

appelé  quorum sensing (QS),  lui permet  une régulation collective de la transcription des 

gènes  et  génère  des  changements  sur  le  métabolisme, la  synthèse  des  protéines et la 

virulence [39].  Un  autre  facteur  de  la  pathogénie  est  la  protéase  alcaline, qui lyse la 

fibrine   sécrétée   par  P. aeruginosa (système de sécrétion de type I)  et  responsable  des 

infections  de  la  cornée  ou  des  lésions pulmonaires aiguës et comme d'autres  enzymes 

sécrétées, telles que  l’élastases et la protéase IV, qui sont capables de  dégrader  plusieurs 

protéines  hôtes  immunorégulatrices, y  compris  les  protéines  du  surfactant  A, D et B,  

l'immunoglobuline et peptides antibactériens [40-42,50]. 
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            1.4 IMPORTANCE MÉDICALE 

1.4.1 Staphylococcus aureus 

Le genre staphylocoque comprend des espèces qui colonisent la peau humaine ou animale 

et  les  membranes  muqueuses. Bien que les staphylocoques soient une partie  de  la flore 

humaine  normale  et ainsi  des  micro-organismes commensaux,  ils  sont  également  des 

microbes pathogènes opportunistes qui peuvent causer plusieurs maladies [12]. Parmi des 

staphylocoques,  S. aureus   est  l’espèce  la   plus  prédominante.  Il  est  aussi  un   agent 

étiologique  des  diverses  maladies  humaines  et  animales, y  compris des  infections de 

peau,  des  abcès, l’intoxication alimentaire, le syndrome de choc  toxique,  la septicémie, 

l’endocardite,    et   la   pneumonie  [13,14].   S. aureus   est  l’une   des  causes   les   plus 

proéminentes  des  infections  bactériennes nosocomiales  et acquises par  la communauté 

dans  le  monde  entier [15,20]. L’incidence annuelle des infections invasives  à  S. aureus 

est  de  28  cas  pour 100 000  habitants  en  Amérique du  Nord  [21]. Depuis sa première 

apparition en 1960 [2], les souches de S. aureus  résistantes au méthicilline (SARM)  sont 

répandues dans les hôpitaux et les unités de soins intensifs  [16,15]. 

Auparavant, des infections à SARM ont été presque toujours associées à  l’hôpital ou aux 

unités de soins de santé. Cependant,  de nouvelles souches de SARM  sont  apparues chez 

les  patients sans contact précédent aux unités  de soins de santé. [18].  Les  infections à S. 

aureus sont des maladies importantes avec de morbidité et de mortalité dans la population 

pédiatrique.  Au cours de  la dernière  décennie,  le SARM acquis  dans  la communauté a 

émergé  comme un  agent  pathogène  chez  les adolescents atteints par des  infections  de 

peau et des tissus mous avec un syndrome de sepsis sévère [19]. 

 

 
           1.4.2 Pseudomonas aeruginosa  

La     bactérie     pathogène    opportuniste   P. aeruginosa    est  responsable   d'infections 

persistantes   telles   que   celles   associées  à   la   fibrose kystique  (FK),   des   maladies 

pulmonaires,  des  brûlures, l’otorrhée,  et  la  cornée [45].  Les  infections   nosocomiales 

causées  par P. aeruginosa  sont les pneumonies,  les infections des voies urinaires (IVU), 

des  septicémies,  l’infections  du  site  opératoire et de la peau dans le cadre des brûlures.  
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Les  infections  causées par P. aeruginosa sont associées à une morbidité et une  mortalité 

élevées  en comparaison avec d'autres bactéries pathogènes. P. aeruginosa a  été  identifié 

comme  la  deuxième cause la plus fréquente  de la pneumonie acquise  à  l’hôpital,  de  la 

pneumonie  associée  aux   unités  des   soins  de   santé  et  celle  associée  au  ventilateur    

[46-48,28].   Aussi  dans  des  unités  de soins   intensifs   pédiatriques,  P. aeruginosa est 

signalé  comme la cause  la plus fréquente de pneumonie nosocomiale [25]. Même  si  les   

tendances   varient  selon  chaque  centre  de  soin  de   santé,   P. aeruginosa  est  souvent  

identifié  comme  le  plus  fréquent  agent  infectieux  isolé  dans  des  unités des brûlés. Il  

représente un pourcentage élevé d’infections documentées de blessure,  de  la bactériémie 

et    de   la    pneumonie   associée   au    ventilateur  [53].   P. aeruginosa   joue   un   rôle 

particulièrement  important  chez  les  patients atteints de FK, pour lesquels des infections  

chroniques et récurrentes du tractus sinusiennes causées par P. aeruginosa sont  courantes  

[32,85]. P. aeruginosa est un pathogène important chez les patients souffrant à la fois des 

déficits immunitaires primaires et acquis, par ex. P. aeruginosa a été la cause la plus 

communément identifiée des  septicémies dans une cohorte de patients atteints de déficits  

immunitaires   primaires [55].   P. aeruginosa  est  également   une   cause  importante  de 

bactériémie chez les patients atteints de leucémie aiguë [30,31]. 

 

Dans  une  étude  chez  des patients infectés par le VIH, l’incidence des bactériémies à  P. 

aeruginosa a été environ 10 fois le taux de celle observée dans la population générale des 

hôpitaux  [58].  Dans  une  recherche  de  111  patients  atteints  de  pneumonie  chez   les  

adultes  hospitalisés  avec  le VIH,  P. aeruginosa a été le pathogène le plus souvent  isolé 

[59].  Dans  une revue de 233 autopsies de patients infectés par le VIH-1, P. aeruginosa a 

été identifié  comme la cause  la plus  fréquente de bronchopneumonie bactérienne, ce qui 

représente 16 des 98 cas [60]. 

 

Chez  des patients de greffe d’organe et de greffe de moelle, le taux de  bactériémie causé 

par  P. aeruginosa  a  augmenté par rapport à  la population  des  hôpitaux généraux  [58]. 

En  outre, P. aeruginosa est  fréquemment isolé à partir des infections du pied diabétique, 

rivalisant avec S. aureus  comme  la  bactérie  la  plus commune  isolée  de  ces  blessures 

[61,62]. 
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1.5  MÉCANISMES DE RÉSISTANCE  

Au cours des dernières décennies,  le taux croissant de la résistance particulièrement chez 

les   pathogènes   nosocomiaux   aux   antimicrobiens  et  leur  association  aux   maladies 

infectieuses   sévères   ont   augmenté   à   un   rythme  alarmant.  Parmi   des   2  millions 

d’infections   nosocomiales  survenant  chaque   année   aux  États-Unis,  50  à  60%  sont 

causées par  des souches   résistantes  aux  antimicrobiens. Ce  taux   élevé  de   résistance  

augmente  la morbidité, la mortalité (77,000 décès) et les coûts des soins (environ  5 à  10 

milliards de dollars) [63,65].  

 

1.5.1 Staphylococcus aureus 

Les  staphylocoques  sont  généralement  responsables  des  infections  nosocomiales.  La 

résistance   aux   antibiotiques  parmi  ces  organismes  est  également  une  préoccupation  

            majeure [68].   Pratiquement  toutes   les   souches   de   S. aureus  étaient   sensibles  à  la 

pénicilline G  lorsque  cette  dernière  a d’abord été introduite au début  des  années 1940, 

mais en 1944 les premiers rapports de S. aureus résistant à la pénicilline ont déjà apparus, 

et aujourd’hui presque toutes  les souches de  S. aureus sont résistantes aux pénicillines et  

aminopénicillines [69]. 

Le    SARM   a  d’abord   été   identifié    au   début  des   années  1960   coïncidant   avec 

l’introduction de la méthicilline [73]. Suite à une baisse de l’incidence du SARM dans les 

années 1970,  une  constante  hausse  a  été  notée dans de nombreux  pays [74]. Parmi les 

différents   mécanismes  impliqués   dans    la   résistance  bactérienne,  l’équilibre  de   la 

perméabilité  membranaire, joue  un  rôle clé dans l’influx et l’efflux des antibiotiques, ce 

qui  limite leur  concentration intracellulaire. Ceci  a  été  décrit  dans  les  deux  bactéries 

pathogènes à Gram positif et Gram négatif [72]. 

Les  PLP ( protéines liant les pénicillines )  sont des enzymes(sérine acyltransférases), qui 

catalysent l’étape finale de la biosynthèse du peptidoglycane et qui sont la cible des  bêta-

lactamines. L’implication des PLP dans la processus du  cycle cellulaire bactérienne a été 

reconnue depuis  de  longue  date  et les  rôles  clés qu’elles jouent  dans  les  mécanismes 

de  résistance  aux  antibiotiques  dans   une  variété  des   pathogènes  ont  également  été  
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documentés   par plusieurs  études  [64].  Une modification  des  PLP  est  principalement 

décrite  chez  les  bactéries à Gram positif et, beaucoup plus rarement, chez des  bactéries  

à Gram négatif. La synthèse  d’une  ou  de  plusieurs  nouvelles PLP insensibles aux bêta-

lactamines  (S. aureus)  est  liée  à   l’acquisition  de  nouveaux  gènes.  Dans  le  cas  des  

souches de  S. aureus  résistantes à la méthicilline, l’acquisition et  l’intégration   dans   le  

chromosome  d’un  gène  (mecA),  induisent  la synthèse d’une nouvelle PLP (la PLP 2a). 

La  PLP 2a  est  capable  d’assurer à  elle  seule  l’assemblage du  peptidoglycane  et  elle 

confère une résistance à toutes les bêta-lactamines  ainsi  que la  méthicilline qui  ont  été 

encodées dans le chromosome et ne sont  pas facilement  transférables [66,69,70,17,102].  

Les   bêta-lactamases  sont  des  enzymes  capables  de  cliver  le  cycle  bêta-lactam.  Ces 

enzymes,  sont  produites  par des  bactéries à  Gram positif  et à Gram négatif. Les vraies 

pénicillinases  sont   connues   chez   les   bactéries  à  Gram  positif.  La   résistance   des 

staphylocoques  par  la  production  de  bêta-lactamase  due  à  l’acquisition de  gènes  qui 

codent pour inactiver des  enzymes des  médicaments, semble importante en clinique. Ces 

bêta-lactamases  sont  des  pénicillinases inactivant la pénicilline G, les aminopénicillines 

(ampicilline et ses analogues et dérivés),  les carboxypénicillines et les uréidopénicillines. 

Ces  pénicillinases sont  inductibles  et  codées  par des plasmides ou des transposons [67, 

70,1]. 

 

1.5.2  Pseudomonas aeruginosa 

P. aeruginosa,  bacille  à Gram  négatif est un organisme répandu de l’environnement qui 

peut   causer   des  problèmes  considérables  dans  les  deux  catégories  de   patients:  les 

immunodéprimés et les patients aux soins intensifs dans les hôpitaux [75].  P. aeruginosa 

est la plus redoutable bactérie pathogène à laquelle les médecins sont confrontés à soigner                                                                                    

chez   les   patients  gravement  malades  dans  les  hôpitaux.  P.a  est  résistant  de   façon  

intrinsèque  à  une  variété   d’agents  antimicrobiens  couramment  utilisés,  par plusieurs 

mécanismes [76]. 

La nature  à  large  spectre  d’un  grand  nombre  de mécanismes de résistance intrinsèque 

exprimée  par P. aeruginosa, a la possibilité d’acquérir une multitude de  déterminants de 

résistance  extrinsèque  en  un  seul  événement.  Elle  présente  des défis uniques pour les 

cliniciens et les laboratoires pharmaceutiques [77]. 
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P. aeruginosa   est   un  pathogène   majeur   nosocomial   caractérisé  par  sa  capacité  à  

développer   une   résistance  à   plusieurs  classes   d’antimicrobiens   à  la  fois  par   des  

mécanismes intrinsèques (par ex. l’expression constitutive de β-lactamases et les diverses 

pompes  à  efflux,  combinées à  une faible perméabilité de la membrane externe), ou  par 

l’acquisition  de   déterminants  de  la  résistance  transférable (par ex. des gènes  pour  β- 

lactamases, ou  par l’enzyme  inactivant  des  aminoglycosides ou la modification de  leur 

cible), ou par diminution de l’expression des porines, ou des mutations dans les cibles des 

fluoroquinolones [78,81]. Un  mécanisme  important de résistance aux  β-lactamines chez 

P. aeruginosa   est  la  production  d’AmpC  β-lactamase  chromosomique, qui  peut   être 

induite  ou   réprimée  et  confère  à  la   pénicilline  de   haut  niveau  de   résistance   aux 

céphalosporines [78]. 
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Tableau 1.                                            

Principales caractéristiques des β-lactamases 

 

Types de β-lactamases 

β-lactamases Pénicillinase 
de S.aureus 

pénicillinase 
de Gram 
négatif 

Céphalosporinase β-lactamase 
spectre élargi   

(B.L.S.E) 

Extracellulaire + - - - 

Per plasmique 

Entre plasma et paroi 

- + + + 

Chromosomique   - - + - 

Plasmidique   + + - + 

Inductible     + - + - 

Constitutive - + + + 

Inhibée par l’acide 

clavulanique 

+ + - + 

                                                                                                                                                

            -Les  β-lactamases et  ses  enzymes:  Les   bactéries   se   défendent   contre   l'action   des   

             antibiotiques en se  rendant imperméables à leur pénétration. 

            -En produisant des enzymes capables de les inactiver.  

            -En modifiant la structure de leur cible.  

            -Les  enzymes  produites  par  les bactéries inactivent l’antibiotique en le modifiant ou en       

             l’hydrolysant. 

             -Leurs   substrats  sont  les  β-lactamines,  les    aminosides,  le  chloramphénicol  ou   les     

             antibiotiques de la  famille de macrolide, lincosamide, streptogramine (M.L.S). 
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 Tableau 2.      Selected pathogens, resistance phenotypes and underlying mechanisms 

 Ce tableau a été pris de l’article [70]. 

 

                                                                                                                                             

Species                                Resistance phenotype             Mechanism(s) 

Streptococcus pneumoniae          β-Lactam                          Low affinity Pbps 
                                                     Fluoroquinolone              Mutant topoisomerases 

CA-MRSA                                   Penicillin                          β-Lactamase 
                                                     Oxacillin                           Low affinity Pbp 
                                                     Clindamycin                     Constitutive erm expression 
                                                     Vancomycin                     Mechanism unclear  
 

Enterococcus faecium                 Ampicillin                         Low affinity Pbp 
                                                    Vancomycin                      Altered peptidoglycan precursor 
                                                    Linezolid                           Mutant ribosomal RNA genes 
                                                     Daptomycin                     Mechanism unclear 
 
Escherichia coli                           Cephalosporins               CTX-M β-lactamases 
                                                     Fluoroquinolones            Mutant topoisomerases 
                                                                                              Qnr enzymes 
                                                                                              Modifying enzyme (Ciprofloxacin) 
                                                                                              Efflux pumps (intrinsic and acquired) 
 
Klebsiella pneumoniae                Cephalosporins                 ESBLs (variety) 
                                                     Carbapenems                    KPC-type b-lactamases 
                                                     Fluoroquinolones             Mutant topoisomerases 
                                                                                              Qnr enzymes 
                                                                                              Modifying enzyme (Ciprofloxacin)  
                                                                                              Efflux pumps (intrinsic and acquired) 
 
Acinetobacter baumanni               Carbapenems                 OXA-type β-lactamases 
                                                       Amikacin                       Ribosomal methylase 
 
Pseudomonas aeruginosa            Carbapenems                  Metallo-β-lactamases 
                                                                                             AmpC/porin reduction combinations 
                                                     Aminoglycosides            Modifying enzymes 
                                                     Fluoroquinolones            Mutant topoisomerases 
                                                                                              Efflux pumps (intrinsic and acquired) 
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1.6  MULTIPLES TRAITEMENTS ASSOCIÉS AUX ANTIBIOTIQUES 

La   résistance  des  bactéries  aux   antibiotiques  conventionnels   est  devenue  un   point 

d’inquiétude  dans  les institutions de  santé. Ces problèmes ont  conduit  à  la  continuelle 

recherche  d’éventuels  autres antimicrobiens associés  aux  antibiotiques  conventionnels, 

cette  association  pourrait  être   efficace  et  tuer  des   micro-organismes  résistants  sans 

aucun  effet  secondaire  et  aussi  à  un  moindre coût [79]. Par   mauvaise  utilisation des 

antibiotiques dans les cliniques pourrait induire l’émergence de  la  résistance bactérienne 

à   ces   antibiotiques,  dont   les   mécanismes   seront  caractérisés  par   la  suite  par  des 

chercheurs.   Une   des   conséquences  de   la  relation  étroite  de   l’augmentation  de   la  

résistance  aux  antibiotiques est le besoin  urgent de développer de   nouvelles  molécules  

insensibles   aux   processus  de   résistance  afin  de  combattre  les  bactéries  pathogènes 

résistantes. L’augmentation de l’accélération de la  résistance bactérienne  et  les résultats  

obtenus    par   des   traitements    problématiques   sont    directement    responsables   de 

l’augmentation   actuelle   de   la   morbidité   et   la   mortalité   associées  aux  infections 

bactériennes [72]. 

Malgré la grande efficacité et  la disponibilité des antibiotiques depuis plus de 60 ans,  les 

infections  sont  une  grande  menace  à  la vie  des  malades .  Dans  certaines  causes, les 

antibiotiques  ne  montrent  pas  encore  des résultats  satisfaisants.  Alors pour trouver de 

solutions,  beaucoup  d’efforts sont faits  pour augmenter  la dose de la chimiothérapie, en 

utilisant  un  vecteur  comme les liposomes,  l’argent  colloïdal,  l’arginine  ou  de  nitrate, 

bismuth,  phage  filamenteux,  associés  aux  antibiotiques  pour  développer de nouvelles 

molécules  en  augmentant l’activité des antimicrobiens  sur les  microorganismes, durant 

les deux dernières décades [45-83]. 

    

1.7  FLUORURE 

1.7.1 Métabolisme du fluorure 

Après  l’ingestion  du fluorure,  sa  majorité  est  absorbée par l’estomac et l’intestin grêle 

dans  la circulation sanguine. Environ 50%  du  fluor  absorbé chaque jour  par des jeunes 

adultes  ou d’âge moyen est associé à des  muscles  dans les 24 h, alors que  pratiquement 
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tout  le  reste  est  excrété  dans  les  urines.   Environ  99%   des  fluorures  présents  dans 

l’organisme  sont  associés à des  muscles [84].  Le fluorure ingéré régulièrement pendant 

le  temps  où les dents sont en développement est déposé sur toute la surface des  dents  et 

contribue à la protection durable contre la carie dentaire  [101].  Selon   les connaissances 

scientifiques, l’ingestion d’eau fluorée de façon  optimale n’a pas un effet  néfaste  sur les 

os [86-90].   Les   reins   jouent   un  rôle    majeur   dans   l’élimination  du   fluorure   de  

l’organisme.   Normalement,  les   reins   sont   très efficaces et excrètent  le fluorure  très 

rapidement [91].  

 

           1.7.2 Fonction métabolique   

Le  fluorure  a  une  action salutaire bien établie chez les êtres humains.  Grâce  à  l'action 

pharmacologique,  le  fluorure  confère  une résistance de l’email des dents aux caries. En 

outre, des fluorures à doses élevées ou des doses pharmacologiques ont empêché l'anémie 

et  l'infertilité  provoquée  par  insuffisance  de  fer  chez  les  souris.  La nephrocalcinose 

induite  par  le  phosphore alimentaire et la calcification de tissus mous provoqués  par  la 

carence de magnésium a été allégée [92]. 

 

           1.7.3 Physiologie 

            Le fluor a été décrit comme un élément nutritionnel essentiel au développement normal et 

à  la  croissance  des  animaux  et  physiologiquement  nécessaire  aux  êtres  humains. Le 

fluorure  est  abondant  dans l'environnement et  sa principale source est l'eau potable.  Le 

fluorure de compléments alimentaires  sous forme de comprimés, ou de gouttes, se trouve 

dans  les  aliments et les boissons. Il  a  été prouvé bénéfique aux doses recommandées, et 

en  même  temps,  sa toxicité  à  des  niveaux  supérieurs a  également été bien établie. Le 

fluorure  est  accumulé dans  les  muscles  de  l'organisme  et  a  été  connu  jouer  un  rôle 

important dans la minéralisation des os et des dents. À de quantités élevées, il a été connu 

pour causer la fluorose dentaire et osseuse [93].  
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            1.7.4 Toxicité du fluorure 

 

Il  est  bien  établi  que  l'utilisation  prolongée  du  fluorure aux niveaux recommandés ne 

produit aucun effet physiologique nocif chez les humains.  Cependant,  il  y  a  des limites  

certaines  pour  le  fluorure  au-delà  desquelles les effets nocifs  peuvent se produire. Ces 

effets  peuvent être classifiés en tant que toxicité aiguë et chronique.  

 

           1.7.4.1 Toxicité aiguë 

           Celle-ci peut se produire en raison d'une ingestion simple d'un grand quantité de  fluorure.  

           L'ingestion  d'une  dose mortelle aiguë de  fluorure est très rare. La quantité de  fluorure  à 

considérer  mortelle  une fois prise oralement est de 35-70 mg de F par  poids  corporel de 

kg.  C'est  l’équivalent de 5-10 g de fluorure de  sodium pour un adulte de 70 kg et   1-2 g  

de  fluorure  de  sodium  pour  un  enfant  de 15 kg. Les symptômes de la toxicité aiguë se 

produisent   rapidement.   Il  y   a   une   douleur   abdominale   diffuse,   de   diarrhée,  de 

vomissement,  de salivation excessive, et de soif [94,95]. 

 

           1.7.4.2 Toxicité chronique 

            Celle-ci  est  causée en raison de l'ingestion à long terme d'un peu de  fluorure  dans l’eau 

potable.  L’ ingestion  excessive  du  fluorure de plus de 8 ppm (8 parties par million)  par 

jour  pendant  plusieurs  années  peut  mener  à  une  fluorose  osseuse.  À l’ingestion plus 

grande  de  fluorure  (2 à 8 mg)  quotidien,  la  fluorose  osseuse  peut  surgir.   Les signes 

cliniques  de   fluorose   osseuse   sont  de   la  douleur   chronique   de   l’articulation,   la 

calcification  des ligaments liés à la dose, l'ostéosclérose, l’ostéoporose d’os long, et dans 

des cas graves, perdre de la masse musculaire et des problèmes neurologiques [94]. 
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            1.7.5 Activité antimicrobienne de fluorure  

 

Le   fluorure  est  bien   documenté   en   tant   qu'agent   anticariogène.   Une  variété   de 

mécanismes  est   impliquée  dans  les  effets   anticariogènes  de  fluorure,  y  compris   la 

réduction  de  la  déminéralisation,  l'amélioration  de la reminéralisation, l'ingérence de la  

formation  de  la  pellicule, de  la plaque de l'inhibition de la croissance microbienne et du 

métabolisme [96]. Les  effets  du fluor sur les bactéries buccales et la plaque dentaire sont 

bien connus.  Les mécanismes par lesquels le fluorure peut interférer avec le métabolisme 

des  bactéries  et  la  plaque  dentaire  acidogène  ( l’acidogènicité  de  la plaque dentaire )   

incluent  l'inhibition  de  l'enzyme  glycolitique  énolase  et  l'ATPase  à protons-extrusion 

ainsi   que   la   colonisation   bactérienne  et   la  concurrence.    En  outre,   les   enzymes 

intracellulaires ou la plaque-associée, telles que la phosphatase acide, la pyrophosphatase,    

la   peroxydase  et  la   catalase  peuvent  être  affectées  par  des  ions   fluorures  [97,99]. 

En conclusion,  le  fluorure  est  connu  pour  inhiber  le  métabolisme de  biosynthèse des 

bactéries,   mais  ces  effets  antimicrobiens  dans  la  prévention  des  caries  sont souvent 

considérés  comme  peu  ou  pas  d'importance  par  rapport aux   interactions  directes  de 

fluorure  avec le muscle pendant le développement des caries et leur progression [96].  La 

fluorisation  de  l'eau  potable  pour  réduire  la carie dentaire est généralement considérée 

comme  l'une des triomphes  de  la santé publique au 20e siècle.  Le  fluor  semble  agir  à 

deux  niveaux.  Un  niveau  implique l'incorporation de l'anion en hydrox apatite, qui peut 

résister  à  l'hydrolyse  acide,  l'autre  niveau  est  lié  à  l’effet  de  l'anion sur les bactéries 

cariogènes [98]. 
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1.8  CONCLUSION 

 

 

Sans   aucun   doute,   la  communauté  médicale   est  maintenant  très  consciente  de   la 

préoccupation mondiale de la maladie infectieuse imposée par S. aureus et P. aeruginosa 

multirésistants   aux  antibiotiques.  Les  conséquences  de  la  pandémie  et   l’émergence 

continue de souches résistantes telles que S. aureus  et  P. aeruginosa sont  profondément 

inquiétantes donc elles exigent une réaction urgente. 

 

Malgré la grande efficacité et  la disponibilité des antibiotiques dans certaines causes,  les 

antibiotiques  ne montrent pas encore des  résultats  satisfaisants.  Alors,  globalement,  la 

recherche    pluridisciplinaire  pour    trouver   des   nouveaux   antibiotiques   contre   des 

pathogènes   résistants  doivent  commencer  sérieusement.  Bien  que  les  chercheurs, au 

niveau     académique    et   pharmaceutique,   travaillent   à    développer   des    réponses 

thérapeutiques    et   ont   déjà   fait  des   progrès   importants,   il   reste encore du travail 

considérable.  

 

Pour développer des nouvelles molécules, l’association des différents dérivés de fluorures 

aux antibiotiques a été parmi des solutions utilisées, les effets du fluorure sur les bactéries 

buccales et de la plaque dentaire sont bien documentés en tant qu’agent anticariogène.  

 

Des   effets   antimicrobiens  du   fluorure  dans   la  prévention  des  caries  sont   souvent 

considérés  avec peu ou pas d’importance par rapport aux interactions directes de fluorure 

avec  le  muscle  pendant le développement des caries  et  leur progression. Même s’il y  a 

toujours  une manque  sur les études  concernant les effets des antimicrobiens de fluorure  

dans les milieux cliniques, le fluorure associé aux antibiotiques pourrait alors devenir une 

option de traitement pour les patients infectés par des souches résistantes afin d’améliorer 

l’activité    antimicrobienne, et   aussi  à  réduire  la  toxicité   causée  par de  fortes  doses 

d’antibiotique. 
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2.1 ABSTRACT 

 

Antimicrobial resistance  is a threat  to global  health that is always  associated  with  high 

mortality rates and medical costs. The rapid  emergence and spread of antibiotic  resistant 

strains  such  as S. aureus  and  P. aeruginosa in  health care  units and in the  community 

urgently requires  the  development of  new  treatments.  Since  it  is  rather  expensive for 

clinical  settings  to   undertake   research  for  the  discovery  of  antibiotics,  this  present  

research investigated methods  to improve currently available antibiotics. Since fluorides  

have  some  antibacterial  effect  in  the  mouth,  their combination with  antibiotics could  

improve and  increase the  antimicrobial activity  and decrease the toxicity of  antibiotics, 

allowing   for   the   treatment   of   resistant  pathogens.   Thus,  the  in  vitro  activity  of   

vancomycin (VAN), oxacillin (OXA), ceftazidime (CFT), and  meropenem (MER)  alone  

or combined with lithium fluoride (LiF) or sodium fluoride (NaF) were evaluated  against 

susceptible  and  drug  resistant S.aureus and  P.aeruginosa  strains. Using the microplate 

dilution  method,  it was possible to  determine  their  minimum inhibitory concentrations 

(MIC)  and  minimum bactericidal   concentrations (MBC),   as  well   as  evaluating   the   

kinetics  (Time-Kill).  Cytotoxicity,   and   conservation  of  the   stability  of   antibiotics  

associated   with   fluoride   derivatives   at   temperatures  of  4°C  and   22°C  were  also 

investigated.  In  conclusion, as a  result of  our  research  the  combination of  antibiotics 

VAN and OXA with (2 mg/L) LiF against  S.aureus ATCC 29213,  as  well as  CFT  and  

MER    with   (2 mg/L)   LiF   against   P.aeruginosa   ATCC27853   showed    that    the  

derivatives  of  fluoride  can  increase the activity of antibiotics by having MICs  two fold 

below  the  MICs  of their free forms,  and also their risk of toxicity against  human blood 

being less.  

 

 

KEY WORDS : 

Staphylococcus  aureus;  Pseudomonas  aeruginosa;  Antibioics;   Resistance;  Fluoride 

derivatives;  MIC;  MBC;  Time-Kill;  Cytotoxicity;  Stability 
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2.2 INTRODUCTION 

 

P. aeruginosa (P.a)  is a  Gram-negative nosocomial pathogen of  great concern known to 

have  multiple  mechanisms of  resistance  to  antimicrobial agents.  S. aureus (S.a)  is  an 

important Gram-positive pathogen  causing several  infections in hospital and community 

settings (1,2). Vancomycin (VAN) and oxacillin (OXA) are effective treatments currently 

used  against   Gram-positive   bacteria.   Antibiotics   such  as   ceftazidime  (CFT),   and 

meropenem  (MER)  are used  against  Gram-negative bacteria,  although  some  cases  of 

resistance  have been reported (3,4,5).  With increasing incidence of cases of resistance, it 

becomes  necessary  to develop  more  effective  molecules, either by  improving  existing 

antibiotics  or by the synthesis of new antibacterial molecules. In  recent decades,  despite 

much  progress  on the production of new antibiotics which is a long and tedious process,  

it has become necessary to find new treatment options from existing products. This would 

make them  more effective  antibiotics to combat  resistant bacteria. Fluoride is  known to 

have  an  antibacterial   effect  [26].   Thus,  it  is  possible  that combining  fluoride   with   

antibiotics could  improve their effectiveness. Preliminary research has already shown the 

positive influence of lithium fluoride and sodium fluoride on  some antibiotics [23,24,13].  

In  this study, VAN, OXA, CFT, MER were combined with lithium fluoride and  sodium  

fluoride  to  evaluate  their  activity  against  S.a and  P.a. Sensitivity  tests  to  determine   

their minimum inhibitory concentrations (MIC) and minimum bactericidal concentrations 

(MBC), and an assessment of the kinetics (Time-Kill),the cytotoxicity and preservation of 

stability were performed. 
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           2.3 MATERIALS AND METHODS 

 

           2.3.1 Bacterial strains and culture 

Two bacterial species: Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa were used in 

this  study.  The control strain S. aureus ATCC 29213, and the clinical (resistant) strain S. 

aureus 143545-2,  were  inoculated  on  nutrient agar (QuélabLaboratories inc., Montreal, 

Quebec, Canada),  while  the  control  strain  P. aeruginosa   ATCC27853   and   clinical  

(resistant)   strain   P. aeruginosa 109530.1   were  inoculated  on  selective   agar  (Difco  

Laboratories  Detroit  Michigan USA).   P. aeruginosa  strains were incubated for 18h at 

37 °C. Following  this  first passage, the strains  were  subcultured twice, respectively, on 

nutrient    and   selective   agar.    Freezing   media   containing  TSB  (Betcon  Dickinson 

MicrobiologySystems,  Cockeysville,MD, USA) with 10% glycerol (Sigma- Aldrich Co., 

St. Louis, MO, USA)  were  prepared  to  maintain  the  bacterial  cultures  at -70 °C.  The 

culture media used were Mueller-Hinton broth (Becton Dickinson Microbiology Systems, 

Sparks,MD,USA).  The  solutions  of  Mg2+  and Ca2+ were prepared from MgCl2 • 6 H2O 

and CaCl2• 2 H2O  (Sigma, St. Louis, MO, USA).  Stock  solutions  of 12.8 mg / mL were 

prepared and distributed in volumes of 500 µL. These samples were stored at -70 ° C. 

 

 

           2.3.2 Antibiotics 

           Vancomycin  (Hospira, Montreal, Canada)  is bactericidal and belongs to the glycopeptide 

family. Like the   β-lactam  antibiotics, it is an inhibitor of peptidoglycan synthesis of the  

bacterial cell wall. Its spectrum  of activity therefore includes only gram-positive bacteria. 

Oxacillin  (Hospira, Montreal, Canada),  a  narrow-spectrum  class of penicillin, is a first-

line  treatment  for  infections   with  staphylococci.   Ceftazidime   (Glaxo  Inc., Toronto, 

Canada), is a third generation  cephalosporin. It is  bactericidal and  its broad spectrum of  

activity  includes  both  gram-positive  and   gram-negative  bacteria.  Meropenem (Glaxo 

Inc., Toronto, Canada) is a bactericidal antibiotic of the carbapenem class, with  an  ultra- 
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           wide   spectrum  that targets  many  Gram-positive  and  Gram-negative bacteria including               

β-lactamase resistant strains.  

 

2.3.3 Fluoride derivatives 

 

Stock solutions of 1300 mg /L lithium  fluoride and sodium fluoride (Sigma-Aldrich Co.), 

were  prepared,  hermetically sealed  and  stored  at  room  temperature, away from  light. 

Preliminary studies  on  fluoride  derivatives required that  their  dilutions  were  prepared 

before each test. The stock solutions were agitated until dissolved  and  then, solutions of  

lithium fluoride and  sodium fluoride  at 4, 8, 16  and 32 mg/L were  prepared. Sensitivity 

tests were carried out in a  final volume of 200 µL, using  final  concentrations of  lithium 

fluoride and sodium fluoride at 2, 4 and 8 mg/L. To determine  the  MIC of  the antibiotic 

combinations  with    fluoride,  50 µL  of  each  of   the 10  dilutions   of  antibiotics  were 

distributed  into  the  wells  of  their  corresponding  column  of  the microplate. Then, the 

dilutions  of  each  respective  fluoride  were  distributed  in  10  wells in the  same row in 

volumes of 50 µL. Finally,  100 µL aliquots of  various dilutions of fluorides were  added 

as control in duplicate to  each  microplate to achieve  the final concentrations used  in the 

study.  

 
 
           2.3.4 Testing for bacterial susceptibility to antibiotics 

           2.3.4.1 Determination of minimum inhibitory concentrations (MIC) of antibiotics  

The  minimum  inhibitory  concentrations (MIC) is the lowest concentration  in µg / ml of        

an  antibiotic  that   inhibits  bacterial  growth  completely. This  in  vitro  test  determines 

whether  a  strain  is  susceptible or  resistant to  the  antibiotic. The  minimum  inhibitory 

concentrations  were  determined  using  the  method  suggested by the NCCLS (National 

Committee  for Clinical  Laboratory Standards) (8).  The MICs  of  four  antibiotics  were 

determined    by   the   microplate   dilution    method   for    Staphylococcus  aureus   and 

Pseudomonas  aeruginosa  strains,  isolated  in  the  Hotel-Dieu  du CHUM  hospital. The  

method   is   as   follows: 1:1  serial  dilutions   covering ranges of (0.25 to 128 g/ml) of 4 

antibiotics   (free or associated  with  fluoride  derivatives)   were   prepared   from   stock  
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Solutions   of  512 mg/L,  prepared   the  same day  in deionized  sterile water. A bacterial 

colony taken from a 24 hour culture on nutrient and selective agar was inoculated into 3.6 

ml or 4.5  ml Mueller-Hinton broth  (MHB )  (Becton  Dickinson  Microbiology Systems, 

Sparks, MD, USA),  and incubated at 37°C with  agitation until a turbidity equivalent to a 

solution of 0.5   McFarland units  (turbidimeter  Ajust. Abbot  Laboratories) was reached. 

This  bacterial suspension  corresponds  to  a concentration equal to 10 ⁸ cfu / mL (colony 

forming units per milliliter). The  resulting  suspension  was then diluted ten times at 1:10 

in  fresh  Mueller-Hinton  broth  to  give  a  final   inoculum  of  10⁴ cfu/mL.   A  bacterial 

solution (inoculum) without antibiotics was used as a positive control, while uninoculated  

Mueller-Hinton broth was used as a negative control. The MIC of antibiotics tested for S. 

aureus ATCC 29213 and P. aeruginosa ATCC 27853 was used as a positive control. The 

MICs  of antibiotics for  each  strain  were   then determined  and strains were considered 

resistant   to   an   antibiotic  when  the  MIC  in  µg/mL  is  greater  than   the   sensitivity 

threshold.   To  ensure  the validity of susceptibility testing, the MIC of the free antibiotic 

against the reference strain  S.aureus ATCC29213  and  P.aeruginosa  ATCC27853 were 

evaluated   and   compared  with  the  values  of  the  Clinical and  Laboratory  Standards 

Institute  (CLSI).  The  MIC  was  defined  as  the  lowest  concentration  of  antibiotic  at 

which bacterial growth was completely inhibited. Strains  with MICs above the  threshold 

of  sensitivity  of  a given  antibiotic are  classified as resistant whereas strains with MICs 

below  the threshold are considered sensitive. In addition,  there  were  three  positive and 

negative  controls  in  each  microplate.   The  positive  control  consisted  of   100 µL  of  

CAMHB  as  well  as 100 µl  of  inoculum,  whereas the negative control  contained  only 

200 µL of CAMHB.  All tests were performed under the same experimental conditions in 

triplicate. 

             

2.3.4.2 Determination of minimum bactericidal concentrations (MBC) of antibiotics 

            

           To  evaluate  the  bactericidal  effect  of  antibiotics,  four  serial dilutions  of  1/10  of  the 

inoculum  were  prepared  and  a volume of 10 µL  from  each dilution  was inoculated on 

nutrient agar for S. aureus and on selective agar for  P. aeruginosa.  After inoculating, the 

plates  were  incubated  for  18 h  at  37°C  and  the  colonies  were   counted.   Following  
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            incubation  for 18 hours at 37°C in microplates, 100 µL of  the supernatant of some wells 

from the multiwell plate experiment described above, without either turbidity or sediment 

were also seeded onto agar plates. Again, the plates were incubated at 37 °C for 18 hours. 

The  colonies  of  these  plates  were  also  counted. The evaluation of bactericidal activity 

was done in triplicate.  

 

           2.3.5 Kinetic method (Time-Kill) 

            

            Determination of  the Time-Kill curves of 4 antibiotics  with  and without added  fluoride 

were  performed  as  follows:  a  fresh  culture  of  clinical strains  S. aureus  143545-2  or 

S.aureus ATCC29213   or  P.aeruginosa  109530,1  or  P.aeruginosa  ATCC 27853  in  a 

final  inoculum of 5 x 10 ⁴ cfu /mL in  a  sterile Mueller-Hinton  broth  was  incubated   at 

37° C for 2, 4, 6, 8 and 24 h with one, two and four times the MIC determined for each of 

4  antibiotics  alone  or  associated  with  fluoride  derivatives.  The  cultures  of  the same 

strains without antibiotics were used as positive control. All experiments were repeated in 

triplicate (9). 

 

            2.3.6 Method of assessing the cytotoxicity of antibiotics   
            2.3.6.1 Hemolysis test  

            Human  blood  from  volunteers who did not receive the drug in the last 3 days before the 

sample was  collected  in heparin-containing tubes. The plasma  was removed from whole  

            blood  by centrifugation (Damon / reading division,  reading PR-6000).  The   erythrocyte 

            pellet was washed  two times with 10 volumes of buffer A (147mM NaCl, 6 mM glucose, 

20 mM  Tris-HCl  pH 7.2 )   by   centrifugation  at  1500  rpm  for  10  minutes.   The 3% 

erythrocyte  suspension was  prepared  by  mixing  the  pellet  in  buffer  B (74mM NaCl, 

6mM  Glucose, 147mM Sucrose , 20mM Tris-HCl pH 7.2 ). Each of  four antibiotics was 

combined  with  two  fluoride  derivatives (lithium and sodium) were  tested  for different 

incubation  times  at 37° C and  were shaked in shaker bath (LAB-Line Instruments, Inc.)  

for  the  following  times: 1,20,40,60,80,100,120  min. The  hemolysis  test  was  done  in 

triplicate. The  results  are  expressed  as %  of  hemolysis  by  optical  spectrophotometer  
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            (Secoman  S.500,  France),  indicating  the  optical  density  in  relation  to  white   as  the 

indicator  of complete hemolysis up to 100% (6,7).  

 

            2.3.7 Method for determination of stability of antibiotics  

To assess the  length of each  antibiotic’s stability at  different temperatures in microplate, 

8  microplates  were   loaded  with   VAN,  OXA,  CFT,  MER,   in  their  form  alone   or 

associated with lithium fluoride and sodium fluoride and stored at  cold  (4°C)  and  room 

temperature (22°C). These were tested against  P. aeruginosa ATCC27583  and  S.aureus 

ATCC 143545-2   in triplicate  after 1, 2  and  4 weeks. For  testing  each  antibiotic in  its 

form  alone, 100 µl  of  each  dilution  was loaded into a well while  50 µl was loaded into 

each well to the antibiotic associated with a fluoride derivatives. 
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            2.4 RESULTS 

            2.4.1 Effect of fluoride derivatives on the MIC and MBC of antibiotics against 

            strains 

The fluorides  lower  the MIC of  VAN against S. aureus ATCC29213 and the resistant S. 

aureus    strain  143545-2,  and   also  decreases  the  MIC  of  CFT and  MER  against  P. 

aeruginosa   ATCC27853  as  shown  on  (table I).  The susceptibility of the strains above 

was  tested  with  the  antibiotics  listed  in  their  free  form  and combined with  different 

concentrations  of  fluoride   derivatives  (2,4,8,10 mg/L). Based  on  the  results  of  three 

trials,   the  most  effective  concentration  of   each  fluoride  in  our  case  (2 mg/L)   was 

established. The MIC of strains was then tested  in triplicate with different concentrations  

of  fluoride. By comparing the  MIC  determined between free antibiotics  and  antibiotics 

combined with fluoride derivatives, Table I shows that fluoride can alter the activity of an 

antibiotic. The MIC  of 4 antibiotics combined  with fluoride derivatives were found to be 

two  fold  lower  than  the  MIC of  free  antibiotic. The MIC of  VAN combined with LiF 

(2mg/L) against S. aureus ATCC 29213 was lower by two fold than free VAN. In case of 

VAN and  NaF (2mg/L), against S. aureus ATCC29213 we found also a MIC  smaller by 

two  fold  than  the  free VAN.   In OXA combination of LiF respectively (2,4,8,10 mg/L) 

concentrations,  the  same MICs   to  those  of   free  OXA  were  observed.  The  NaF  of  

(4mg/L)  showed  the  same MIC to  that  of free  OXA and  MIC greater than that of free 

OXA  with  2,8,10 mg/L concentration. In addition, the MIC of combination of VAN/LiF 

whose  concentrations  were  as follows: 2, 4, and 8 mg/L against S. aureus 143545-2 had 

MICs  lower  by  one fold  than  those  of  free  VAN ,  but  remained  similar  with   NaF  

(2,4,8,10 mg/L). Concentrations   of  2,4,8 and 10  mg/L of LiF associated with CFT were 

tested  against P.aeruginosaATCC27853. The MICs observed  lower by one fold than the 

MIC of free CFT. In the case of  MER  only concentrations of  2,4 mg/L of  LiF and  NaF 

against  P.aeruginosa ATCC27853  showed  MIC  lower  by  two  fold than those of  free 

MER. Based on these results concentrations of 2 mg/L for LiF and NaF, were tested  with 

VAN,  OXA,  CFT  and  MER  against  S. aureus  and P. aeruginosa strains. In assessing 
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the  impact  of  fluoride  derivatives  on  the activity  of  VAN and OXA against S. aureus 

and   also  CFT,  MER   against  P. aeruginosa,  the  combination  of   LiF  (2mg/L)   was  

chosen  for  its  efficiency and lower concentration with an MIC two fold smaller than the 

MIC  corresponding  to  that  of  the  free  form.  Following the determination of  MIC, an 

analysis  of   the   bactericidal   activity  (MBC)   of   free  VAN,  OXA,  CFT,  MER   and 

combined  with  LiF  and  NaF  was  made (Table I). Table I  shows the same MBC for all 

antibiotics except  two  fold lower for VAN/LiF against S.aureus (143545-2). Concerning 

NaF combined with OXA, CFT, and MER the MBC was not determined.  

                                                                                                                                            

2.4.2 Determining the  stability of  the combination of  antibiotics  with fluoride 

derivatives at different temperatures 

The  stability  of   the  antibacterial  activity  following  storage  at  cold  (4°C)  and  room 

temperature  (22 °C)  was evaluated  by  testing  the  sensitivity  of  P. aeruginosa  ATCC 

27583  and  S.aureus ATCC 143545-2  against  CFT,  MER, VAN  and OXA in their free 

form and combined  with lithium fluoride and sodium fluoride (Tables II). Tables II show 

that  for  all the antibiotics used in their free form, the MIC remains the same at 0, 2 and 4 

weeks,  at  both temperatures, For VAN, CFT, MER in their combined form with LiF and 

NaF respectively of  2mg/L, the MIC was reduced by half at the beginning of the week at 

both  temperatures.  After 2 weeks of storage, a MIC reduced to half was obtained for the 

VAN/LiF  (2mg/L)  combined  and  the  same  MIC after  4  weeks  for  the free form and 

combined  one.  While at T°= 4°C  according  to  Table II,  the  MIC  for  VAN  and CFT 

combined  is one fold  smaller. Contrary to what  was observed  with OXA and MER, the 

different temperatures did not play a big role. 

 

            2.4.3  Cytotoxicity of antibiotics associated with fluoride derivatives in human blood          

            Figure 1,2  shows  in vitro  results  of %  human blood  hemolysis test  of  four antibiotics 

VAN, OXA, CFT  and MER  combined  with  2mg/L LiF,  which  it varies between 2 and 

20%. 
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            2.4.4 Determining the Time-Kill curves 

            The combinations of lithium fluoride  and sodium fluoride (2 mg/L) to VAN, OXA, CFT, 

MER  showed  maximum bactericidal  activity  within 6-8 h  in  all  the  experiments  and 

the  efficacy  was  similar to  that  of  antibiotics  alone  but  regarding  to  the bactericidal 

activity of fluoride alone, no effect was observed (Figures 3-10). 
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2.5 DISCUSSION 

It  is  great  interest to make the  antibiotics more effective. We evaluated the influence of 

fluoride  derivatives  on  the  activity  of  VAN, OXA, CFT and  MER.  We  attempted  to 

determine if combination of fluoride  derivatives with 4 antibiotics VAN, OXA, CFT and 

MER  could  improve their  activity against S.aureus and P.aeruginosa strains. According 

to  the  Clinical  and   Laboratory  Standards  Institute (CLSI, 2007),  the  MICs  of  VAN  

and OXA  acceptable  for S.aureus  ATCC29213  vary  from 0.5 to 2 µg/ml  and MICs of 

CFT  and  MER  acceptable  to  P.aeruginosa ATCC27853 are  respectively ≤8.00  and ≤ 

4.00 µg/ml for  quality control. To  ensure the  validity of  susceptibility testing,  MICs of 

antibiotics  used  against S.aureus ATCC29213  and  against  P.aeruginosa  ATCC 27853 

were  tested  in  each  trial.  In  addition,  before  testing clinical strains, the most effective 

concentrations  of  each  fluoride  should  be  determined. Preliminary studies have shown 

that fresh stock solution of fluoride  derivatives, as well as the novelty of its dilutions had 

a significant impact on results.  

The  MICs  lower  than  those  of  free  antibiotics  have been observed in cases where the 

dilutions  were  prepared  directly  before  susceptibility testing. This  is  probably  due  to 

faster    inactivation  of    the   activity   of   fluoride    at   low    concentrations.   Fluoride 

concentrations  with  MICs  were  mostly  lower  than  the  free  antibiotic  were  selected. 

Subsequently,  the  concentrations  of  fluoride  which MICs were higher than the MIC of 

free   antibiotic  were    eliminated.  Finally,  when  several  concentrations  of   the   same 

derivative of fluoride remained the smallest was chosen. It is important to understand that 

the  lowest  concentration  of  an  antimicrobial agent  is always  recommended because it 

reduces the  chances of  developing toxicity if the experiment was done in vivo. Finally, 2 

mg/L of LiF and NaF were chosen as the concentration to be associated with VAN, OXA, 

CFT   and  MER.  While  certain  combinations  of   antibiotics  and   fluoride  derivatives 

showed no improvement in the bacteriostatic activity by a decreasing in CMI or that have 

shown that just during a test,  VAN and OXA with (2 mg/L) LiF against S.aureus  ATCC 

29213, as well as CFT and  MER  with (2 mg/L) LiF  against P.aeruginosa  ATCC 27853 

showed  that  the  derivatives  of  fluoride  can  increase  the  activity of antibiotics. In the  



                                                                                                                                            48 

presence of fluoride, only 2 CMIs  were  higher  than  the  CMI  of reference  from a total 

of 48  MICs  determined.  So  the  combination  of  an  antibiotic  with  a  fluoride   could 

become  an interesting alternative to current therapies.  

Indeed, with research in the field of  dentistry,  it appears that the activity of fluoride  may 

increase with duration of treatment (10). The possibility of such an increase in the activity 

of fluoride is intriguing because the doses of an antibiotic combined with a fluoride could 

be reduced  during  therapy,  reducing  the  risk of  toxicity  and fewer  pathogens become 

resistant if dose  of antibiotics was  reduced (11). The  use of  fluoride  either  alone or on 

combination  therapy  to combat caries has proved to be an effective practice in regarding 

the   growth   of   cariogenic  Streptococcci.  Fluoride   and  xylitol  act  synergistically  to 

suppress  sugar  metabolism  in  mutans  streptococci  leading  to reduced growth of these 

organisms.  Fluoride  inhibits  enolase,  a  glycolytic  enzyme  coded  by an essential gene 

(17,18,25).  Enolase  is  a  protein  which  play  important  roles in  adhesion  and  in gene 

regulation  (19,20).  In   combination  therapy,  fluoride  is  associated  to  cations   which 

increase its antimicrobial  properties.  At varying degree different cations act as adjuvants 

to  augment  the  antimicrobial  activities of  fluoride.  In  case  of amine fluoride (AmF) a 

stronger  antimicrobial agent  than NaF  against  caries causing bacteria, inhibition of acid 

production by AmF thought to be the reason for its antimicrobial activity (21,22).  

In  addition,  the  bactericidal activity of  VAN, OXA, CFT  and  MER was assessed .The 

possibility  of   influence  of  fluoride  on  the  MBC  of  an  antibiotic  has  been  studied. 

Regarding the activity  of  VAN and OXA free and  combined with 2mg/L of LiF  against 

the  reference  strain  S. aureus ATCC29213 and  S. aureus 143545-2,  and the activity of 

CFT  and  MER  free and  combined  2mg/L  of  LiF  against  the   reference  strain  of  P. 

aeruginosa ATCC27853   and   P.aeruginosa  109530.1,   the  MICs  were  equivalent  to 

MBC.  It  is  interesting that  the  combination of LiF  with VAN against S. aureus ATCC 

29213 and  S.aureus 143545-2  and  also combinations of LiF with CFT and MER against 

P.aeruginosa ATCC27853  which  had  MICs below the MIC of their free form (Table I). 

Thus  we  can see  the  same  combination to have a MBC equivalent to free antibiotics in 

(Table I).  It  seems  that  LiF  has  an  influence on the  bactericidal activity of antibiotics 

directed against the  strains just  as it had on the bacteriostatic activity in (Table I). Again,  
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there  is an  influence of fluoride  derivatives from improving the bacteriostatic activity of 

antibiotics  on  the MBC. The same observation is made with 2 mg/L NaF combined with 

VAN   against   S. aureus  ATCC29213 .  It  is  quite  likely  that  the  effectiveness of the 

associations  varies  among   bacterial  strains. If  a  derivative of  fluoride  influences  the 

bacteriostatic activity of an antibiotic, it can  also affect  its  bactericidal  activity. Lithium 

exerts an synergistic effect towards  fluoride by  increasing the antimicrobial properties of 

fluoride through poorly understood  mechanisms (23). Lithium  is  used  as an adjuvant in 

oral vaccines and acts by increasing the properties of  aluminum in these vaccines against 

hepatitis B (24). It  would be interesting to study different combinations of antimicrobials 

on  strains that  are  most  common in the clinic  to find  which combination works best to 

treat  them.  This would   ensure  that   the   antibiotic  chosen  to  treat  an  infection  to  a 

particular pathogen    may   be    combined   with   the   corresponding    concentration  of   

fluoride derivative to increase  its effectiveness.  The study of the sensitivity of a bacterial 

strain  to  an antibiotic for the determination  of  MIC  has its challenges.  The  dilution of 

antibiotic  is  a   time   consuming   job   which   limits   the  possibilities  to  evaluate  the 

effectiveness of antibiotic therapy within a reasonable time (12).  

 

To  facilitate  this  practice,  the   level of  conservation  of  the  stability  of  VAN,  OXA, 

CFT  and  MER  has  been tested . Following storage at cold (4 °C) and room temperature 

(22°C),  the  sensitivity of P. aeruginosa ATCC 27583 and S. aureus ATCC 143545-2  to 

CFT,  MER, VAN  and  OXA  in their  free and combined form with lithium fluoride and 

sodium  fluoride  was  assessed (Tables II). Tables II shows that all the antibiotics used in 

their  free  form,  the  MIC  determined  remained the  same for  0, 2  and  4 weeks,   with 

T°=4°C  and  22°C.  For  VAN, CFT, and MER in their combined form with LiF and NaF 

(2mg /L),   the  MICs   were   reduced   by   half   in  early   weeks,  at  the  two   different 

temperatures.  After 2 weeks of storage, a 50% reduction in the MIC was obtained for the 

VAN associated with 2mg/L of  LiF and  the  same MIC after  4 weeks for  the  free form 

and  combined. While  at  T° =4°C  according  to Table II,  the  MIC for  VAN  and  CFT 

combined  was  50%  smaller. Contrary  to what was observed with OXA  and  MER  the 

different temperatures  have not played a major role. It is possible that  the concentrations   

of  OXA  and MER  used in our study  were  too low, resulting in a loss of stability of the 
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antibiotic.  In the future, it  would  be  better  to  do  more  studies on this  subject in order 

to explain this discrepancy.  

In conclusion, there  is  an  urgent  need  to  improve current antibiotics. Advancements in 

research on the impact of fluoride on the activity of antimicrobial agents could potentially 

limit the spread of   multi-resistant bacteria.   In  this regard,  the  sensitivity  of   bacterial 

species  responsible for  most  infections with  different  combinations  of  antibiotics and 

derivatives  of  fluoride  must be evaluated. The cytotoxic effect  of antibiotics like VAN, 

OXA, CFT,  and  MER combined  with  LiF  and  NaF  2mg /L  in  vitro  in  our  study  is 

negligible  according  the  results. In  the  study of Time-Kill curves, viable cells were not 

detected  at 6  to 8 hours in presence of one, two and four times the MICs  determined  for  

each of the four antibiotics VAN, OXA, CFT, and MER alone or associated with  LiF and 

NaF (2mg /L),  no viable cells  were detected after 24 hours (data not shown) (14-16). 
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            2.8 TABLES 

 

 

Table I.  In vitro  bacteriostatic  (MIC)  and  bactericidal (MBC)  activities of  antibiotics 
free  and combined with  lithium  fluoride  and sodium fluoride (2mg/L) against S.aureus 

ATCC29213,     S. aureus 143545-2,    P. aeruginosa  ATCC27853   and    P.aeruginosa 

109530.1    

Microorganisms   Abs Break 
point 

MIC (µg/mL) MBC (µg/mL) 

   Ab 
free 

Ab+ 
LiF(2mg/L) 

Ab+ 
NaF(2mg/L) 

Ab 
free 

Ab+ 
LiF(2mg/L) 

Ab+ 
NaF(2mg/L) 

 
S.a(ATCC 29213) 

 
VAN 

 
  ≤2.00 

 
  1.00 

 
      0.50 

 
       0.50 

 
  1.00 

 
      1.00 

 
      1.00 

 
 

 
OXA 

 
  ≤2.00 

 
  0.50 

 
      0.50 

 
       1.00 

 
  0.50 

 
      0.50 

 
       UD 

         
 
S.a (143545-2) 

 
VAN 

 
     UD 

 
  2.00 

 
      1.00 

 
       2.00 

 
  2.00 

 
       1.00 

 
      2.00 

 
 

 
OXA 

  ≥4.00 
  ≥0.50 

 
  0.50 

 
      0.50 

 
       0.50 

 
  0.50 

 
        0.50 

 
       UD 

         
 
P.a (ATCC27853)  

 
CFT 

 
  ≤8.00 

 
  4.00 

 
      2.00 

 
       4.00 

 
  4.00 

 
        4.00      

 
       UD 

 
 

 
MER 

 
  ≤4.00 

 
  0.50 

 
      0,25 

 
       0,25 

 
  0.50 

 
        0.50 

 
       UD 

         
 
P.a (109530,1) 

 
CFT 

 
  ≥32.0 

 
  32.0 

 
      32.0 

 
       64.0 

 
  64.0 

 
        64.0 

 
      64.0 

 
 

 
MER 

 
  ≥16.0 

 
  16.0 

 
      16.0 

 
       32.0 

 
  32.0 

 
        32.0 

 
       UD 

 
S.a,    Staphylococcus aureus ;   P.a, Pseudomonas aeruginosa ;   Ab,  antibiotic ;   MIC, 
minimum  inhibitory  concentration;  MBC,  minimum  bactericidal  concentration;  LiF, 
lithium  fluoride;  NaF,  sodium  fluoride;  VAN,  vancomycin ;  OXA,  oxacillin ; CFT, 
ceftazidime ; MER, meropenem ; UD, undetermined 
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Table II. Influence of  storage time  at 4°C  and 22°C  on  the activity of antibiotics  free 
and associated with fluoride derivatives determined by their MIC  against   P.aeruginosa  
ATCC27583 and  S. aureus ATCC29213  

 

 
Weeks of 
storage 

 
Content of 
the wells 

 
MIC (µg/ml)  

VAN 

 
 MIC (µg/ml) 
     OXA 

 
MIC (µg/ml)  

 CFT 

 
MIC (µg/ml) 

 MER 
4°C  22°C  4°C  22°C  4°C  22°C  4°C  22°C  

           
          0 
 

 
      Ab free 

      
1.00 

 
1.00 

       
0.50 

       
0.50 

         
4.00 

         
4.00 

        
0.50 

        
0.50 

 
 

 
      Ab+LiF             
     (2mg/L) 

 
0.50 

      
0.50 

       
0.50 

       
0.50 

         
2.00 

         
2.00 

        

0.25 

        

0.25 

 
 

 
      Ab+NaF  

     (2 mg/L) 

 
0.50 

      
0.50 

        
1.00 

        
1.00 

         
4.00 

         
4.00 

        

0.25 

        

0.25 

 
 

         

 
           2 
 

      
      Ab free 

        
2.00 

        
2.00 

        
1.00 

        
1.00 

         
2.00 

         
2.00 

        
0.50 

        
0.50 

 
 

 
     Ab+LiF    
     (2 mg/L) 

        
1.00 

        
1.00 

        
1.00 

        
1.00 

 
1.00 

         
2.00 

        

0.50 

        

0.50 

 
 

 
    Ab+NaF  

    (2 mg/L) 

        
2.00 

        
2.00 

        
1.00 

        
1.00 

        
2.00 

         
2.00 

 

 0.50 

 
0.50 

 
 

         

 
             4 

 
     Ab free 
 

       
2.00 

       
2.00 

         
2.00 

         
2.00 

         
2.00 

         
2.00 

        
1.00 

        
1.00 

 
 
 

      
      Ab+LiF    
     (2 mg/L) 

        
1.00 

        
2.00 

 
2.00 

 
2.00 

 
1.00 

 
1.00 

 
1.00 

 
1.00 

 
 

     
    Ab+NaF  

    (2 mg/L) 
 

 
2.00 

 
2.00 

             
2.00 

             
2.00 

        
2.00 

        
2.00 

         
1.00 

         
1.00 

 

            P.a, Pseudomonas aeruginosa ;  S.a, Staphylococcus aureus ; MIC, minimum inhibitory 
concentration;    VAN,   vancomycin ;  OXA ,  oxacillin ;   MER,    meropenem ;   CFT, 
ceftazidime ;  Ab, antibiotic; LiF,  lithium fluoride;  NaF,  sodium fluoride ;    
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            2.9 FIGURES 

 

 

                                       

                                                                                                                                                                    

                    Figure 1. Hemolysis percentage of human blood by free VAN or OXA and   

                                    combined with LiF (2mg/L)    

               

             

 VAN, vancomycin; OXA, oxacillin; LiF, lithium fluoride; MIN, minute 
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Figure 2. Hemolysis percentage of human blood by free CFT or MER and combined  

                              with LiF (2mg/L)  

                                     

 

                CFT, ceftazidime; MER, meropenem; LiF, lithium fluoride; MIN, minute; 
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           MIC, minimum inhibitory concentrations; P.a., Pseudomonas aeruginosa; CFT, 
ceftazidim; LiF, lithium fluoride; h, hour; 
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            MIC, minimum inhibitory concentrations; P.a., Pseudomonas aeruginosa; MER,      
            meropenem; LiF, lithium fluoride; h, hour; 
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      MIC, minimum inhibitory concentrations; S.a., Staphylococcus aureus; VAN,    
                  vancomycin ; LiF, lithium fluoride; h, hour; 
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      MIC, minimum inhibitory concentrations; S.a., Staphylococcus aureus; VAN,    
                  vancomycin ; LiF, lithium fluoride; h, hour; 
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            3.1 DISCUSSION ET CONCLUSIONS 

 

            La   pharmaco résistance disséminée des souches Staphylococcus aureus et Pseudomonas 

aeruginosa est un problème grave dans le contexte clinique et santé de la communauté . Il 

est donc important de trouver des combinaisons actives d’antibiotiques qui pourraient être 

efficaces   dans  le  traitement  des  infections   causées  par   cette  problématique   «super 

bactérie».  Dans  cette  étude,  nous avons analysé les activités in vitro de deux dérivés de 

fluorure  LiF  et  NaF (2mg/L)  combinés  aux  antibiotiques  VAN,  OXA,  CFT, et MER 

contre  les souches cliniques  résistantes. 

 

            Le  fluorure comme agent  antimicrobien  utilisé dans le domaine de la médecine dentaire 

où  il a  d'abord  été observé  que  le  fluorure  a  arrêté  la  croissance  des   Streptocoques 

cariogènes  en  inhibant  l'enzyme  glycolytique énolase. Le fluorure inhibe l’énolase, une 

enzyme  glycolytique  codé  par un gène essentiel et hautement conservé entre différentes 

formes  de vie: de archaebactéries et eubactéries aux  parasites et mammifères (Carpousis, 

2007; Cimasoni,1972). L’énolase est une protéine  qui a été démontré à jouer un role dans  

l'adhésion  et dans  la  régulation des gènes (Terrier et al, 2007;. Commichau et al, 2009). 

Lorsqu'il est utilisé en thérapie de combinaison, le fluorure est le plus souvent associé aux 

cations  qui  augmentent  ses propriétés antimicrobiennes. Différents cations fonctionnent 

comme  adjuvants  pour  augmenter  l'activité  antimicrobienne de  fluorure  à  des  degrés 

variable (Van Loveren, 2001). Par ailleurs, le lithium exerce un potentiel adjuvant pour le 

fluorure  en  augmentant  les  propriétés antimicrobiennes de fluorure par des mécanismes 

mal  connus  (Treasure, 1981).  Le lithium  a  été utilisé comme adjuvant dans les vaccins 

oraux  contre  l'hépatite  B  et  agit  en  augmentant  les propriétés de l'aluminium dans les 

vaccins (Kuriyama et al., 1988). 

            Une  étude  menée  par  (Maehara et al., 2005)  ont  démontré  que le fluorure et le xylitol 

agissent  en  synergie  pour  supprimer  le  métabolisme du sucre  dans  les  Streptocoques  

mutans conduisant à une croissance réduite de ces organismes. 
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            Les  interactions  entre  l'énolase  et  RNAses  putatifs  impliqués  dans  la dégradation de 

l'ARNm  en  Bacillus subtilis et  Streptococcus  pyogenes  ont été  rapportés suggérant un 

rôle   dans  la  régulation  des  gènes  pour  l'énolase  (Commichau et al, 2009; Kang et al, 

2010). 

            Parce  qu’une  réduction  de  la  CMI de la vancomycine associée à LiF contre S. aureus a 

été  observée.    Nous   croyions  que   l'inhibition  de   l'énolase   par   LiF   interfère   aux 

mécanismes  de  régulation des  gènes  dans  S. aureus. Bien qu'aucune interaction n'a pas 

été   rapportée   entre   l'ARNases   putatifs   impliqués  dans la dégradation de l'ARNm et 

l'énolase de S. aureus, (Anderson et Dunnman,2009). 

            Notre  recherche indique  que des  combinaisons telles  que les LiF et NaF /vancomycine, 

les  LiF et NaF /oxacilline,  les  LiF  et NaF /ceftazidime,  et les LiF et NaF /méropénème 

sont  synergiques  in  vitro contre les souches S.aureus ATCC29213 , S.aureus 143545-2,  

P.aeruginosa  ATCC27853 et  P.aeruginosa 109530,1.  La  combinaison  des  dérivés  de 

fluorure aux antibiotiques pourrait être  une option alternative au traitement des infections 

causées par S.aureus et P.aeruginosa. 

 

            En  conclusion,  l'activité  bactéricide  de  la  VAN,  OXA,  CFT, et MER respectivement 

combinée  aux  dérivés  de  fluorure  in  vitro   a  montré  des  bénéfices  par  rapport  à  la 

l'efficacité    du   médicament   seul  contre  les  bactéries.    Sachant  que  l’efficacité  des 

antibiotiques   combinés est  supérieure  à  celle des antibiotiques seuls, ils pourraient être 

utilisés  pour  traiter  les  souches résistantes de S. aureus et P.aeruginosa retrouvées chez 

les patients atteints de maladies infectieuses.  
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            3.2 PERSPECTIVES 

 

            Bien  que des études in vitro aient besoin d'être confirmées par des résultats des études  in 

vivo, les données obtenues soutiennent l'utilisation des dérivés de fluorure combinés avec 

des  antimicrobiens,  y  compris  les  LiF et NaF et les VAN, OXA, CFT, et MER  dans le 

traitement   des   infections,    potentiellement  dues   par  des    souches   résistantes    aux 

antimicrobiens,  limitant  le  développement  de  leurs  effets nocifs et indésirables. Ainsi, 

l’index  thérapeutique  des  antibiotiques  pourrait être amélioré et moins de toxicité serait 

occasionnée.  
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