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Avant-propos

La conception d’un ouvrage comme celui-ci doit relever deux défis en apparence incompatibles : apporter au clinicien des informations synthétiques et concises auxquelles il peut se référer rapidement, et lui donner les bases théoriques solides nécessaires à la compréhension de l’infectiologie.

En effet, en infectiologie encore plus que dans d’autres domaines, il nous apparaît primordial que le médecin réanimateur ou urgentiste puisse d’abord raisonner avant de prescrire. Comprendre les mécanismes d’action et les spectres, les mécanismes de résistance, savoir lire un antibiogramme sont des préalables indispensables à une utilisation rationnelle et optimale des agents anti-infectieux.

Pour autant, cet ouvrage se veut volontairement pratique, pour aider le prescripteur à faire les bons choix au bon moment. Le lecteur trouvera donc dans ce livre à la fois les bases qui lui permettront de collaborer plus efficacement avec le bactériologiste et l’infectiologue, et un ensemble de fiches pratiques pour le guider dans la prise en charge quotidienne des infections graves.

En résumé, nous avons voulu donner vie à l’ouvrage que nous avions rêvé avoir sous la main au quotidien, lors de la prise en charge d’un patient septique, de la réception d’un antibiogramme un peu surprenant, ou lors des moments plus calmes, pour se replonger dans la théorie.

Nous espérons avoir pu relever ce défi, et vous souhaitons une bonne lecture.






Antoine Nau
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FICHE I.1

Quelques rappels de bactériologie

F. Morel

■ Anatomie fonctionnelle des bactéries

Caractéristiques générales

Les bactéries sont des êtres unicellulaires et appartiennent aux procaryotes : elles ne possèdent pas de noyau, ont un seul chromosome, et présentent une structure cellulaire élémentaire sans mitochondrie.

Les bactéries sont de forme variable :

■ sphérique = coque (cocci) ;

■ en bâtonnet = bacille ;

■ en hélice = spirochète.



La taille des bactéries varie de 1 à 10 microns (μm, 10-6 mètre). Par comparaison, la taille d’une hématie est de 7 μm. Les bactéries ne peuvent donc être observées qu’au moyen d’un microscope optique (MO) :

■ à l’état frais (MO G × 400), c’est-à-dire sans préparation préalable : les bactéries sont alors incolores. L’état frais permet apprécier le type de mobilité pour les bacilles, les cocci étant immobiles.

■ après coloration, la plus utilisée étant la coloration de Gram (MO G × 1 000) : cela permet d’apprécier le caractère « Gram négatif » ou « Gram positif » des bactéries, ainsi que leur morphologie (Figure 1). La coloration de Gram est une coloration différentielle basée sur la différence de composition de la paroi entre les bactéries à Gram négatif et les bactéries à Gram positif.



→ Exemple des hémocultures : lorsqu’une croissance bactérienne est détectée au sein du flacon, un état frais est d’abord réalisé (morphologie et appréciation de la mobilité), puis une coloration de Gram, qui permet d’orienter vers le type de bactérie incriminée.
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Membrane cytoplasmique et paroi

La membrane cytoplasmique, ou « membrane interne », limite le cytoplasme. Elle est constituée d’une double couche phospholipidique et de protéines, dont certaines sont impliquées dans la synthèse du peptidoglycane (PG). Ces dernières sont les protéines de liaison aux pénicillines (PLP), qui sont la cible d’action des ß-lactamines.

La membrane cytoplasmique assure plusieurs fonctions :

■ respiratoire chez les bactéries avec métabolisme aérobie ;

■ barrière osmotique ;

■ transport actif grâce aux perméases ;

■ efflux (mécanisme actif) des molécules toxiques ;

■ excrétion d’enzymes.



La paroi est une structure rigide qui permet à la bactérie de résister à la forte pression osmotique qui règne au sein du cytoplasme bactérien. La structure de la paroi est polymérique. Le polymère de base, spécifique des bactéries, est le PG.

Le PG est un polymère complexe composé de l’assemblage :

■ de deux hexoses N-acétylglucosamine et acide N-acétylmuramique ;

■ d’une chaîne peptidique, composée de quatre acides aminés attachés à l’acide N-acétylmuramique.



Ces monomères sont reliés entre eux par :

■ des liaisons entre les hexoses, assurées par des transglycosylases ;

■ des ponts interpeptidiques entre les chaînes peptidiques, assurés par les PLP.



La composition de la paroi est différente entre les bactéries à Gram positif et les bactéries à Gram négatif (Figure 2). Cette différence de composition est importante à connaître, car la paroi détermine chez la bactérie :

■ sa morphologie avec un rôle déterminant dans la coloration de Gram ;

■ son antigénicité ;

■ sa sensibilité aux antibiotiques (ATB) inhibant la synthèse de la paroi tels que les pénicillines et les glycopeptides.



La paroi des bactéries à Gram positif est riche en PG (jusqu’à 90 % de la composition totale de la paroi). Elle contient aussi des acides teichoïques liés étroitement au PG. Il n’y a pas ou très peu de protéines, telles que la protéine A de Staphylococcus aureus utilisée dans certains tests de détection au laboratoire.

La paroi des bactéries à Gram négatif ne comprend qu’une à deux couches de PG (5 à 20 % de la totalité des constituants). La particularité chez les Gram négatifs est la présence d’une structure complexe au sein du PG, la membrane externe (ME), composée :

■ d’une couche de phospholipides ;

■ d’une couche de lipopolysaccharides (LPS), l’endotoxine des bactéries à Gram négatif, qui joue un rôle physiopathologique très important.



La paroi des bactéries à Gram négatif comprend également de nombreuses protéines : protéines de structure, porines (permettent la pénétration des petites molécules hydrophiles telles que certains ATB comme les aminosides) et des lipoprotéines qui permettent de lier la ME au PG.

→ Principe de la coloration de Gram : chez les bactéries à Gram positif, la paroi épaisse empêche la décoloration par l’alcool du premier colorant (violet de gentiane). En revanche, les bactéries à Gram négatif sont décolorées par l’alcool et peuvent donc se colorer en rose (deuxième colorant = fuchsine).



NB : Les mycoplasmes sont dépourvus de paroi.
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→ Non colorables au Gram : les mycobactéries sont des bactéries à Gram positif, mais en plus du PG, leur paroi possède des acides mycoliques, lipides à très longue chaîne.

→ Les acides mycoliques sont responsables du caractère « acido-alcoolorésistant » des mycobactéries, d’où l’observation de BAAR (bacilles acido-alcoolorésistants) à la coloration de Ziehl et à l’auramine.





ADN et ARN

ADN chromosomique

Les bactéries possèdent un chromosome unique d’environ 4 × 106 bases pour environ 1 000 gènes. Il est composé d’ADN en double hélice surenroulé grâce à l’action des topo-isomérases (cible des fluoroquinolones).



ADN plasmidique

Les plasmides sont des fragments d’ADN circulaires qui sont le support de :

■ gènes de résistance : aux ATB (transfert horizontal par conjugaison, mécanisme de résistance enzymatique +++), aux antiseptiques, aux métaux lourds. Un même plasmide peut contenir plusieurs gènes de résistance à différentes familles d’ATB. Les gènes de résistance peuvent être groupés au sein de transposons, qui sont des éléments génétiques qui peuvent se mobiliser d’une bactérie à une autre ;

■ gènes de virulence : gènes codant la synthèse de toxines, d’adhésines ou de facteurs d’invasion tissulaire.





ARN bactérien

L’ARN bactérien est contenu dans le cytoplasme. Il est composé :

■ d’ARN libre = ARN messager et ARN de transfert ;

■ d’ARN ribosomal (90 % de l’ARN total), au sein des ribosomes, qui sont également constitués de protéines. Les ribosomes sont le site de la synthèse des protéines et sont divisés en deux sous-unités :

• sous-unité 30S (petite sous-unité), qui comprend l’ARNr 16S = cible des aminosides et des cyclines,

• sous-unité 50S (grande sous-unité), qui comprend les ARNr 23S et 5S = cible des macrolides et oxalidinones.









Structures anatomiques inconstantes

La capsule est structure complexe composée de polysaccharides. Elle a un rôle primordial dans la pathogénicité grâce à son rôle protecteur vis-à-vis de la phagocytose. Le caractère antigénique de la capsule (antigène K) permet de réaliser un sérotypage de la bactérie, et de préparer des vaccins (ex. : pneumocoque, méningocoque).

Les flagelles permettent aux bactéries d’être mobiles. Ils sont composés entièrement de protéines appelées flagellines, qui sont, elles aussi, antigéniques (antigène H). Elles sont utilisées pour le sérotypage de certaines bactéries (ex. : salmonelles).

Les pili ou fimbriae sont majoritairement présents chez les bactéries à Gram négatif. Les pili communs participent au pouvoir pathogène de la bactérie en permettant son adhésion aux muqueuses (ex. : Escherichia coli et urothélium vésical, gonocoque et muqueuse de l’urètre).

Les spores sont synthétisées par les bacilles à Gram positif des genres Bacillus (ex. : Bacillus anthracis, maladie du charbon) et Clostridium (ex. : Clostridium botulinum, agent du botulisme, Clostridium difficile). La spore est une cellule bactérienne au repos synthétisée par les bactéries lorsqu’elles sont dans un environnement défavorable. C’est un mécanisme astucieux qui leur permet de résister à la dessiccation, à la chaleur, mais aussi à certains agents chimiques.

→ Exemple : C. difficile. Les spores permettent une survie et une dissémination prolongées de la bactérie + résistance aux solutés hydroalcoolique et nécessité d’utilisation d’agents sporicides pour le bionettoyage. Ces spécificités expliquent la nécessité de se laver les mains au savon et de recourir à un bionettoyage par un « agent sporicide » pour les patients infectés par C. difficile.







■ Métabolisme et croissance des bactéries

Métabolisme

Nutriments nécessaires

Les substances nécessaires à la croissance bactérienne sont puisées dans l’environnement :

■ le carbone : le composé le plus utilisé est le CO2 ;

■ l’azote : fixation directe de l’azote atmosphérique ou incorporation de composés azotés par réaction de désamination ou de transamination ;

■ le soufre : incorporé sous forme de sulfate ou de composés soufrés organiques ;

■ le phosphore : incorporé sous forme de phosphate inorganique. Il est indispensable à l’accumulation et à la distribution de l’énergie ;

■ le fer, le calcium, le magnésium, le cuivre... Le fer est capté grâce aux sidérophores, récepteurs de forte affinité, qui permettent de détourner le fer au profit de la bactérie.



Les bactéries utilisant du carbone sont dites chimio-organotrophes et constituent la grande majorité des bactéries d’intérêt médical. Celles qui utilisent des substrats non organiques sont appelées chimiolithotrophes.



Type respiratoire

Il est déterminé vis-à-vis du rapport à l’oxygène (O2).

Connaître le type respiratoire des espèces bactériennes impliquées en pathologie humaine est crucial afin de pouvoir en faire correctement le diagnostic (bactéries anaérobies strictes...). Cela va également conditionner la sensibilité à certains ATB, mais aussi la physiopathologie et les sites préférentiels d’infection.
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Effet de la température et du pH

Les bactéries peuvent être classées suivant leur température optimale de croissance. La plupart des bactéries responsables d’infection chez l’humain sont mésophiles, c’est-à-dire avec une température de croissance proche de 37oC. Certaines bactéries ont la capacité de se multiplier au froid, telle que Listeria monocytogenes qui peut se cultiver à partir de 4oC.

Les bactéries pathogènes chez l’humain se développent le plus souvent dans un milieu avec un pH compris entre 5, 5 et 8, 5 avec un optimum à 7.





Croissance bactérienne

Détection de la croissance

La détection de la croissance bactérienne est différente selon le type de milieu de culture. En milieu solide (milieu gélosé), la culture n’est visible que lorsqu’une colonie bactérienne est observée. Une colonie (soit 1 unité formant colonie [UFC]) correspond à 20 générations, soit au minimum à 106 cellules bactériennes. Dans un milieu de culture liquide, la croissance est observable via l’apparition d’un trouble de plus en plus important dans le milieu.

NB : Pour les flacons d’hémocultures, un système automatisé permet la détection de la croissance bactérienne en fonction de la variation du taux de CO2 et donc du pH.



Phases de croissance bactérienne

Une courbe de croissance peut être déterminée en milieu liquide. Il existe six phases de croissance bactérienne :

■ latence : taux de croissance nul, temps nécessaire aux bactéries pour synthétiser les enzymes capables de métaboliser les nutriments contenus dans le milieu ;

■ accélération : augmentation de la vitesse de croissance ;

■ croissance exponentielle : le taux maximum de croissance est atteint, mortalité cellulaire nulle ;

■ ralentissement : diminution de la vitesse de croissance, épuisement progressif des nutriments et accumulation des déchets liés au métabolisme de la bactérie. Début d’autolyse bactérienne ;

■ maximale stationnaire : taux de croissance nul, les bactéries qui se multiplient compensent la mortalité ;

■ déclin : taux de croissance négatif, nutriments épuisés, lyse cellulaire sous l’action d’enzymes protéolytiques endogènes. Il peut persister une croissance grâce aux composés libérés lors de la lyse (croissance cryptique).



NB : In vivo, la croissance bactérienne est plus lente qu’in vitro. La phase de latence est plus longue, du fait notamment du manque de nutriments, et de l’action du système immunitaire.



Exemples de temps de génération
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Croissance en biofilm

Les bactéries ont la faculté d’adhérer aux surfaces anorganiques (en réanimation : sondes d’intubation, cathéters, sondes vésicales, surfaces...) et de s’associer entre elles en s’entourant d’un polymère organique pour former le biofilm. Le biofilm est une structure en 3 dimensions, au sein de laquelle les transferts de gènes de résistance aux ATB et aux antiseptiques sont facilités. Le biofilm peut être composé d’espèces bactériennes différentes.










FICHE I.2

Mode d’action des antibiotiques

A. Nau

■ ATB actifs sur la paroi bactérienne : ß-lactamines, glycopeptides, fosfomycine

ß-lactamines

Pénétration dans la bactérie

■ Bactéries à Gram positif : la paroi des bactéries à gram positif est constituée d’une couche épaisse de peptidoglycane. La structure réticulée de cette paroi fait qu’elle est en général facilement traversée par les ß-lactamines. Cela est vrai tant que la teneur en lipides de la paroi n’est pas trop élevée.

■ Bactéries à Gram négatif : les bactéries à Gram négatif possèdent, en plus d’une fine couche de peptidoglycane, une membrane externe constituée d’un double feuillet lipidique, qui constitue une barrière à la pénétration des ATB, et notamment des ß-lactamines (souvent très hydrophiles). La présence de nombreuses porines à la surface de la membrane externe permet le passage des petites molécules hydrophiles.



Certaines ß-lactamines lipophiles pourraient traverser directement la bicouche lipidique, et ce d’autant plus facilement que la membrane externe est riche en phospholipides et pauvre en lipopolysaccharides (LPS).



Site d’action

■ Espace périplasmique (périplasme)

Pour les bactéries à Gram négatif, il s’agit de l’espace situé entre la membrane externe et la membrane cytoplasmique. Pour les bactéries à Gram positif, il n’existe pas à proprement parler, du fait de l’absence de membrane externe, d’espace périplasmique, mais on décrit une zone de paroi intérieure (IWZ [Inner Wall Zone]) entre la paroi et la membrane cytoplasmique.

C’est au niveau de l’espace périplasmique ou de l’IWZ que vont agir les ß-lactamines.



■ Protéines de liaison aux pénicillines (PLP)

Ces PLP sont en réalité des enzymes (carboxypeptidases, transpeptidases, glycosyltransferases, etc.) nécessaires à la synthèse du peptidoglycane.

Plusieurs types de PLP ont été décrits, et on peut les regrouper en PLP de bas et de haut poids moléculaire. Chaque espèce bactérienne comporte différents types de PLP.

Les ß-lactamines se fixent donc sur ces PLP, et les inactivent en formant des liaisons covalentes, selon leur degré d’affinité pour chaque type de PLP.





Effet bactériostatique

L’inactivation des PLP entraîne un arrêt de la synthèse du peptidoglycane, et donc de la croissance bactérienne (effet bactériostatique). Les bactéries ne peuvent plus se multiplier. On observe également une modification de la morphologie bactérienne avec apparition de formes bactériennes rondes ou filamenteuses.



Effet bactéricide

Le PG de la paroi bactérienne est perpétuellement soumis à un équilibre entre synthèse (médiée par les PLP) et hydrolyse (médiée par des autolysines).

Il semble que l’activité bactéricide des ß-lactamines soit expliquée par une rupture de cet équilibre, avec arrêt de la synthèse (par inactivation des PLP) et activation de l’hydrolyse (par stimulation des autolysines), aboutissant in fine à une destruction de la paroi bactérienne.



Équilibre entre pénétration et hydrolyse des ß-lactamines

Dans l’espace périplasmique, site d’action des ß-lactamines, on trouve également des enzymes d’hydrolyse de ces dernières, les ß-lactamases.

En fait, l’activité d’une ß-lactamine sur une espèce bactérienne donnée dépend de l’équilibre entre vitesse de pénétration de la molécule dans l’espace périplasmique (qui dépend des caractéristiques physicochimiques de la molécule et de la paroi bactérienne) et inactivation par les ß-lactamases (qui dépend de la stabilité de l’antibiotique vis-à-vis de ces dernières).

Une ß-lactamine facilement hydrolysée restera active si elle pénètre facilement.

Une ß-lactamine plus résistante à l’hydrolyse sera active même si elle pénètre lentement (c’est le cas par exemple des céphalosporines de 3e génération).

Par ailleurs, l’affinité très variable vis-à-vis des PLP explique aussi les différences importantes d’activité des ß-lactamines.





Glycopeptides

Pénétration dans la bactérie

Les glycopeptides pénètrent facilement à travers la paroi des bactéries à Gram positif. Cependant, leur grande taille (1 500-2 000 Da) fait qu’elles ne peuvent pas passer dans les porines des bactéries à Gram négatif, expliquant la résistance naturelle de ces dernières.



Site d’action

Les glycopeptides, comme les ß-lactamines, inhibent la synthèse du peptidoglycane, mais par un mécanisme différent. Elles viennent se fixer sur la terminaison D-Ala-D-Ala des précurseurs du peptidoglycane. Du fait de leur structure en forme de poche, elles empêchent par encombrement stérique la fixation du précurseur sur le PG en cours d’élongation.



Effet bactériostatique et bactéricide

Les glycopeptides sont bactériostatiques. Ils sont également lentement (après 48h de contact) bactéricides.





Fosfomycine

Pénétration dans la bactérie

La petite taille (< 200 Da) de la fosfomycine lui permet de franchir aisément la paroi des bactéries à Gram positif, et de pénétrer dans les bactéries à Gram négatif par la voie des porines.



Site d’action

La fosfomycine agit par inhibition d’une enzyme clé (pyruvyl-transférase) de la synthèse du peptidoglycane, et ce dès la phase intracytoplasmique.

Pour atteindre son site d’action, la fosfomycine doit donc traverser la membrane cytoplasmique, grâce à l’action de deux systèmes de transport actifs (système de transport du glycérophosphate GlpT et des hexoses monophosphates UhpT). L’absence ou l’inactivation (par mutation chromosomique) de ce système de transport actif provoque une résistance à la fosfomycine.



Effet bactériostatique et bactéricide

La fosfomycine est bactéricide.







■ ATB actifs sur la synthèse protéique : aminosides, MLSK, tétracycline

Aminosides

Pénétration dans la bactérie

La pénétration se fait par passage passif, grâce aux caractéristiques physicochimiques des aminosides. En effet, les aminosides chargés positivement en milieu soluble ont tendance à s’accumuler autour des charges négatives de la paroi bactérienne (acides teichoïques de la paroi des bactéries à Gram positif et LPS de la membrane externe des bactéries à Gram négatif). Grâce au gradient de concentration ainsi créé, les aminosides diffusent facilement directement à travers la paroi, ou via les porines.



Site d’action

La cible d’action des aminosides est intracytoplasmique. Pour pénétrer dans le cytoplasme, les aminosides utilisent des systèmes de transport actif couplés à la chaîne respiratoire des bactéries (phase énergie dépendante lente dite EDP I). Les bactéries anaérobies strictes sont dépourvues des enzymes de la chaîne respiratoire et ne sont donc pas sensibles aux aminosides.

Les aminosides se fixent sur l’ARN ribosomal 16S, constituant de la sous-unité 30s, provoquant une altération de la synthèse protéique. Une des conséquences de l’arrêt de la synthèse protéique est une augmentation de la perméabilité de la membrane cytoplasmique, qui va favoriser encore la pénétration des aminosides (phase énergie dépendante rapide, EDP II).



Effet bactériostatique et bactéricide

Les aminosides sont rapidement bactéricides. L’effet postantibiotique prolongé est probablement dû à leur très grande affinité pour la sous-unité 30s qui leur permet de rester sur le site d’action même lorsque les taux circulants plasmatiques sont très bas.





MLS : macrolides, lincosamides, streptogramines

Ces familles de structures chimiques distinctes sont classiquement classées dans un même groupe, du fait de leur mécanisme d’action comparable et de leurs spectres d’activité proches. Les MLS se fixent au niveau de l’ARN ribosomal 23S de la sous-unité 50S du ribosome, sur des sites de fixation très proches, ce qui inhibe la phase d’élongation de la synthèse protéique. Les MLS sont des ATB bactériostatiques.



Tétracyclines

Après diffusion passive ou passage à travers des canaux porines de la paroi des bactéries à Gram négatif, les tétracyclines traversent la membrane cytoplasmique par diffusion libre, mais aussi grâce à un système de transport actif. Après fixation réversible sur la sous-unité 30s, on observe un blocage de la phase d’élongation peptidique, responsable d’un effet bactériostatique.



Oxazolidinones

Le linézolide et le tédizolide, molécules de petite taille, pénètrent facilement dans les bactéries à Gram positif et Gram négatif. Cependant, du fait d’un mécanisme d’efflux, la plupart des bactéries à Gram négatif sont naturellement résistantes (en particulier les entérobactéries et P. aeruginosa). Ce sont des inhibiteurs de la synthèse protéique, par fixation sur la sous-unité 50s, empêchant ainsi la formation du complexe d’initiation de la traduction.





■ ATB actifs sur les acides nucléiques : quinolones, nitro-imidazolés, sulfamides, rifamycines

Quinolones

Pénétration dans la bactérie

Les quinolones hydrophiles et de petite taille (ciprofloxacine), traversent bien le PG de la paroi des bactéries à Gram positif, et franchissent rapidement la membrane externe des bactéries à Gram négatif par les porines. Les quinolones hydrophobes (ofloxacine, lévofloxacine) utilisent la voie du lipopolysaccharide en chélatant les ions Mg2+, ce qui déstabilise la structure de la membrane externe, facilitant ainsi sa traversée.



Site d’action

La pénétration intracytoplasmique se fait par un mécanisme rapide de diffusion passive non saturable.

Les quinolones agissent sur deux enzymes spécifiques de l’ADN bactérien : l’ADN gyrase (aussi appelée topo-isomérase II) et l’ADN topo-isomérase IV. Ces deux enzymes sont impliquées dans la régulation du surenroulement de l’ADN bactérien.



Effets

L’action des quinolones provoque un effet bactériostatique par inhibition de la réplication d’ADN.

L’effet bactéricide observé tiendrait à l’activation de systèmes SOS par l’ADN endommagé, induisant la mort cellulaire.
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Figure 2 « Structure de la paroi des bactéries a Gram positif et a Gram négatif
MC: membrane cytoplasmique ; PG : peptidoglycane ; ME : membrane externe; LPS :
lipopolysaccharide.
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Figure 1« Exemples d'aspects morphologiques des bactéries aprés coloration de Gram
CGP : cocci a Gram positif ; BGP : bacilles a Gram positif ; BGN : bacilles & Gram négatif





