LES COMMUNAUTES MICROBIENNES. L’ANTAGONISME MICROBIEN. LES ANTIBIOTIQUES

Les communautes microbiennes. Les relations entre les microorganismes dans les communautes.

La plupart des bacteries menent une vie independente, pourtant elles font partie de la biosphere, et, dans la nature, elles peuvent rarement se developper sans affecter – ou sans etre affectees - par d’autres organismes. Les bacteries vivent normalement au sein des associations qui peuvent comprendre des champignons, des algues, des protozoires et d’autres organismes. On peut trouver de telles associations dans une grande variete d’habitats naturels: dans l’eau, dans le sol, a la surface des plantes, sur et dans le corp de l’Homme.


BIOTOPE – c’est un espace a des conditions de vie particulieres (la conjonctive, la muqueuse intestinale, oropharyngee, vaginale, la peau, etc.), peuple et transforme par un ensemble d’etres vivants.


COMMUNAUTES MICROBIENNES – ce sont des associations microbiennes qui habitent un meme biotope.


Les microorganismes normalement presents dans un habitat particulier constituent ce qu’on appelle la MICROFLORE de cet habitat (microflore cutanee, de l’oropharynx, de l’intestin, du vagin, etc.)


Les microorganismes qui colonisent un biotope donne peuvent s’affecter mutuellement de diverses facons. On distingue 3 types de relations entre les microorganismes d’une communaute:

I. INDIFFERENTES

· Neutralisme (aucune espece n’affecte l’autre)

II. FAVORABLES (bénéfiques)

· Commensalisme (satellitisme) - l’une des especes beneficie de la relation sans que l’autre soit affectee.

· Symbiose (mutualisme) - les deux especes beneficient de la relation qui est indispensable (un mi/o producteur d’acide peut contribuer a creer des conditions favorables pour un autre dont la croissance depend d’un pH bas)

· Synergie - deux especes, agissant simultanement produisent un effet qui est superieur a la somme des effets de chacun d’entre elles (bacteries aerobies + anaerobies = gangrene gaseuse)

III. DEFAVORABLES (négatives)

· Parasitisme - l’une des deux especes se developpe au depens de l’autre (bacterie-virus)

· Antagonisme – une espece inhibe ou tue une autre espece a des mecanismes specifiques ou non-specifiques.

 ANTAGONISME MICROBIEN
Lors d’un antagonisme non-specifique les mi/o entrent en competition pour une nourriture, pour l’oxygene ou pour l’espace, et ceux d’entre eux qui ne peuvent pas le faire vont disparaitre. Dans certains cas l’antagoniste peut decourager activement quelques-uns au moins de ses competiteurs 

(concurents), en produisant des substances qui leur sont toxiques (acides, bases, etc).


Lors d’un antagonisme specifique l’antagoniste produit un antibiotique ou des bacteriocines, substances qui auront une action specifique sur une ou plusieurs especes.


L’effet d’action d’un antagoniste sur les competiteurs peut etre bacteriostatique, bactericide, parfois bacteriolytique.


Le phenomene d’antagonisme est largement utilise pour obtenir de nouveaux producents d’antibiotiques ou des produits biologiques d’origine bacterienne (des eubiotiques: Lactobacterine, Colibacterine, Bifidobacterine, etc).


Classiquement il existe 3 methodes d’etude de l’antagonisme:

1 – sur milieu solide

2 – dans un milieu semi-solide

3 – dans un milieu liquide   

ANTIBIOTIQUES



Les AB sont des substances d’origine naturelle (microbienne, animale ou vegetale) ou des substances synthetiques ou semi-synthetiques qui inhibent ou tuent certains mi/o ou cellules tumorales.


A chaque AB on associe une liste d’especes bacteriennes qui constitue le “spectre d’activite” de la molecule. Certains AB agissent sur un groupe donne de mi/o: ce sont les AB a restreint (etroit) spectre d’activite. (AB actives sur les mi/o Gram +, AB actives sur les mi/o Gram-, AB antituberculeux, AB antifongiques, AB antitumoraux, etc.)


D’autres AB sont actifs contre un large spectre de mi/o, incluant aussi bien les bacterie Gram+ que celles Gram-.

CLASSIFICATION DES ANTIBIOTIQUES SELON LEUR ORIGINE

I. D’ORIGINE FONGIQUE  (pénicillines, céphalosporines, etc.)

II. D’ORIGINE ACTINOMYCETIQUE (aminoglycosides, macrolides, phénicols, etc)

III. D’ORIGINE MICROBIENNE  (bacitracine (Bacillus subtilis), gramicidine (Bacillus brevis), polymyxine (Bacillus polymyxa))

IV. D’ORIGINE VEGETALE – phytoncides (alycine, rafanine, imanine)

V. D’ORIGINE  ANIMALE  (lysozyme- du blanc d’oeuf, écmoline- des os de poisson, érythrine - des hematies, monocytine- des monocytes, splénocytine- de la rate)

MECANISMES D’ACTION DES ANTIBIOTIQUES


Les AB agissent en un site bien precis de la cellule. Selon leur mecanisme d’action on distingue 4 groupes d’AB:

I. AB AGISSANT SUR LA SYNTHESE DE LA PAROI CELLULAIRE (du peptidoglycane)

· ß-lactamines (les pénicillines, les céphalosporines, les carbapénèmes, les clavames)

· vancomycine

· bacitracine

· fosfomycine

Les beta-lactamines inhibent l’etape finale de synthese de la paroi cellulaire. Elles se fixent sur des proteines membranaires (PFP - Proteines Fixatrices de Penicilline) qui sont des enzymes qui catalysent les liaisons entre chaines peptidiques du peptidoglycane (reaction de transpeptidation) et donc inhibent la synthese du sacculus de peptidoglycane. Cette inhibition s’accompagne d’une lyse des cellules qui resulte apparement d’un clivage enzymatique du peptidoglycane. L’enveloppe cellulaire contient normalement des enzymes hydrolytiques (autolysines) et synthetiques qui assurent conjointement la croissance du sacculus. L’inhibition selective des enzymes synthetiques (PFP) peut expliquer le clivage du peptidoglycane, suivi de la lyse osmotique de la bacterie.  Les penicillines originelles (comme la benzylpenicilline, penicilline G) n’ont que peu d’effet sur les bacteries Gram-negatives, parce qu’elles traversent difficilement la membrane externe. Certaines penicillines semi-synthetiques (comme l’ampicilline, l’amoxycilline) sont assez efficaces contre les bacteries Gram-negatives. 

La vancomycine inhibe la synthese du peptidoglycane a un stade precoce. Elle bloque le transfert du bactoprenol-disaccharide-pentapeptide de la membrane cytoplasmique vers l’exterieur, en se fixant a sa portion pentapeptidique. C’est un glycopeptide complexe qui est bactericide pour beaucoup de bacteries Gram-positives, mais ne peut penetrer dans la plupart des cellules Gram-negatives. La teichoplanine est structurellement et fonctionnellement similaire a la vancomycine.

La fosfomycine inhibe une des phases de la synthese de la paroi en bloquant une pyruvyl-transferase.

La bacitracine bloque le recyclage du bactoprenol. 

L’effet de ces AB est bactericide, seules les cellules en croissance sont tuees.

II. AB  AGISSANT SUR LA MEMBRANE EXTERNE ET LA MCP

· Les AB  polypeptidiques (polymyxine, colistine). Se fixent sur les phospholipides de la membrane externe (ce qui explique leur action sur les bacteries Gram-, les Gram+ etant resistantes). Celle-ci se deforme et devient permeable. L’effet est bactericide.  L’action sur la MCP existe, mais elle est retardee et n’est pas essentielle. 

· Les AB  polyéniques (nystatine, lévorine, amphothéricine B). Se fixent sur les sterols de la MCP des mycetes, en perturbant la respiration et la production de l’energie. La membrane cytoplasmique se trouve desorganisee et il en resulte une fuite des constituants cytoplasmiques qui entraine la mort cellulaire.    

L’effet d’action de ces AB est bactericide. Cette action s’effectue aussi bien sur des bacteries metaboliquement actives que sur cellules au repos.

III. AB  AGISSANT SUR LES RIBOSOMES

· Aminoglycosides (streptomycine, gentamycine, kanamycine, etc)

· Tétracyclines

· Phénicols (chloramphénicol)

· Macrolides (érythromycine)

· Lincosamides (lincomycine)

Apres avoir depasse l’enveloppe cellulaire ils se fixent a une ou deux sous-unites (30S, 50S) du ribosome et perturbe la synthese proteique par divers mecanismes (inhibition de la transpeptidation, inhibition de la translocation du peptide, etc.). Il en resulte l’inhibition de la synthese des proteines ou la synthese des proteines non-fonctionnelles. D’habitude l’effet est bacteriostatique, sauf la streptomycine qui est bactericide.

IV. AB  AGISSANT  SUR  L’APPAREIL NUCLEAIRE (inhibition de la synthèse des AN)

· Sulfamides. Interferent avec la synthese de l’acide folique et des folates qui sont des cofacteurs de la synthese des acides nucleiques. Une molecule de sulfamide ressemble par sa forme a un composant normal de l’acide folique: l’acide para-aminobenzoique – ce qui conduit a la formation d’un analogue inactif de l’acide folique. L’action est purement bacteriostatique.

· Rifamycines. Inhibent l’ ARN-polymerase, arretant ainsi la synthese du brin “avance” dans la replication de l’ ADN et celle d’ARN messagers dans la synthese des proteines.  

· Novobiocine. Bloque la synthese de l’ADN en inhibant les activites de superenroulement de la gyrase.

· Quinolones (l’acide nalidixique, ciprofloxacine, ofloxacine). Agissent sur les enzymes reglant la conformation de l’ADN, les topo-isomerases. L’arret de l’activite de ces enzymes bloque tout changement de la conformation de l’ADN et toute synthese d’ADN. L’effet est bactericide.

Production des antibiotiques


Il existe actuellement 3 methodes de synthese des antibiotiques:

1. Methode biologique 

2. Methode semi-synthetique

3. Methode synthetique

Les etapes de la methode biologique sont les suivantes:

I. Cultivation des souches-productrices (Penicillium notatum – penicilline, Actinomyces griseus – streptomycine, etc.) dans un milieu liquide adequat.

II. Extraction de l’AB par diverses methodes

III. Purification et concentration de l’AB

IV. Controle de la toxicite

V. Determination de l’activite de l’AB

L’activite des AB se mesure en unites de poids (g, μg) ou en unites d’action (UA). On appelle une unite d’action la cantite minimale d’un AB qui inhibe la croissance d’une souche-modele dans des conditions standardes.

1 UA de la penicilline correspond a 0,6 μg de substance pure. Pour les autres AB 1 UA = 1 μg.

Exigeances envers les AB (les qualites d’un AB ideal)

1. Toxicite selective (l’AB doit attaquer une bacterie sans nuire a l’organisme hote)

2. Effet therapeutique en doses minimales

3. Activite prolongee dans l’organisme 

4. Etroit spectre d’activite

5. L’organisme ne doit pas developper de la resistance a l’AB

6. Ne pas manifester des effets secondaires

7. Cout moins cher

LA NOTION DE SENSIBILITE


Un traitement conduit a deux resultats eventuels: succes ou echec therapeutique. En fonction des seuls resultats cliniques, les bacteries se repartisent dans 3 classes: la classe des bacteries ayant repondu au traitement (Sensibles), celle des bacteries ayant echape au traitement (Resistantes) et de sensibilite intermediaire .

LES CATEGORIES THERAPEUTIQUES 

1. Les souches S (sensibles) sont celles pour lesquelles la probabilite de succes therapeutique est acceptable, on doit s’attendre a un effet therapeutique dans le cas d’un traitement a dose habituelle par voie generale.

2. Les souches R (resistantes) sont celles pour lesquelles il existe une forte probabilite d’echec therapeutique. On ne peut s’attendre a un effet therapeutique quel que soit le type de traitement.

3. Les souches I (intermediaires) sont celles pour lesquelles le succes therapeutique est imprevisible. Dans ce cas on peut esperer un effet therapeutique dans certaines conditions (fortes concentrations locales ou posologie accrue).


En raison des phenomenes de resistance acquise le choix d’un traitement antibiotique ne peut etre fait en se basant seulement sur le spectre d’activite de ces produits. L’aide du laboratoire est necessaire pour guider ou rectifier la prescription dans tres nombreux cas. 

Si la souche responsable a ete isolee, le laboratoire pourra mettre en oeuvre l’etude de la sensibilite bacterienne aux antibiotiques.

LES TESTS DE SENSIBILITE AUX AB in vitro


On peut effectuer des tests pour determiner la sensibilite d’un agent pathogene a une serie d’AB. Le profil des sensibilites d’une souche donne s’appelle un antibiogramme. Les resultats de tels tests peuvent permettre au clinicien de classer les souches en categories therapeutiques et de choisir le ou les AB les plus actifs pour la chimiotherapie. Les profils de sensibilite a divers AB peuvent aussi etre utiles pour identifier l’agent pathogene. 

En pratique, la sensibilite d’une bacterie aux divers AB peut etre determinee par:

· Le test de dilution, qui permet la determination de la capacite du microorganisme a croitre en presence d’une serie de concentrations de l’AB etudie (en milieu solide ou liquide). Dans une serie de tubes, des concentrations croissantes d’un AB (0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8; 16 UA/ml) sont realisees. Chaque tube (a l’exception du premier qui servira de temoin) est ensemence avec une souche microbienne diluee, a raison de 105 germes/ml puis place a incuber a 37(C. Les tubes sont observes macroscopiquement apres 24 heures d’incubation. Dans un certain nombre de tubes, la culture s’est developpee; un trouble nettement visible en est la traduction. A partir d’une certaine concentration, il n’y a plus de culture visible. La concentration d’ AB la plus faible qui empeche la croissance visible apres incubation de 18 (24) heures a 37( C est la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) de cet AB pour la souche testee. La CMI mesure l’effet bacteriostatique d’un AB. Les differentes souches d’un meme organisme peuvent avoir des CMI differentes pour chaque AB particulier.

Par symetrie avec la CMI on definit une Concentration Minimale Bactericide (CMB) – c’est la plus faible concentration d’AB qui tue 99,9 % de l’inoculum de 105 bacteries/ml  apres une incubation de 18 (24) heures a 37( C. 
Pour determiner la CMB on repique les tubes sans culture visible afin de compter le nombre de bacteries survivantes. Le troisieme jour, on compare le nombre de bacteries survivantes en presence des AB au nombre initial des bacteries (105 germes/ml). Les resultats sont exprimes en pourcentage de survivants. Une activite bactericide satisfaisante est celle qui laisse moins de 0,1 % de survivants. 

Pour etablir lesquelles de ces souches doivent etre considerees commes “resistantes” et lesquelles “sensibles”, on doit connaitre les concentrations therapeutiques - CT (taux d’AB present dans le foyer infectieux) de chacun des AB testes. Les concentrations in situ, dans des humeurs ou des tissus, attendues au cours d’un traitement sont differentes et variables dans le temps. Quand meme, on peut affirmer que l’effet inhibiteur mesure in vitro est suffisant pour etre retrouve in vivo dans des conditions ou l’organisme se defend contre les bacteries (sujet non immunodeprime). La correspondance entre l’ensemble des succes et celui des bacteries sensibles in vitro, et entre l’ensemble des echecs et celui des bacteries resistantes in vitro, n’est pas complete. En pratique, le clinicien attend des resultats indiquant les chances de succes ou d’echec therapeutique. La reponse donne sur des bases biologiques ne peut etre qu’une estimation de la probabilite d’appartenance a l’une ou l’autre classe.

Relation des categories S / I / R avec la CMI

Les souches Sensibles sont celles pour lesquelles la CMI est nettement inferieure aux concentrations humorales obtenues avec un traitement a doses usuelles (le rapport CMI / CT < 1, par ex. 2/8), on doit s’attendre a un effet therapeutique.


Les souches Resistantes sont celles pour lesquelles la CMI est trop elevee pour etre atteinte in vivo (le rapport CMI / CT > 1 (8/2); l’effet therapeutique est impossible, quel que soit le mode de traitement.

Les souches classees dans la categorie Intermediaire forment un ensemble heterogene pour lequel le rapport CMI / CT = 1 ; l’effet therapeutique est imprevisible. La bacterie ne pourra pas etre atteinte si l’AB est administre a doses usuelles; mais elle pourra l’etre par un traitement par voie generale a hautes doses s’il est possible (risques toxiques), ou par voie locale, ou encore si l’infection siege en des organes ou l’AB peut etre physiologiquement concentre (organes d’excretion).

Cet antibiogramme precis est generalement reserve au traitement des infections severes (septicemies, endocardites, meningites).

· La methode des disques (diffusion) est un type de test tres utilise. Une boite de milieu gelose adequat est ensemencee par inondation avec une culture pure de mi/o patogene. L’inoculum est etale sur toute la surface du milieu de maniere a ce qu’un gazon se developpe lors de l’incubation. Avant de mettre a incuber, on depose sur le milieu ensemence, en differents endroits de la boite, plusieurs petits disques de papier absorbant, impregnes chacun d’un AB different. Pendant l’incubation, l’AB diffuse a partir de chaque disque et determine dans la gelose des concentrations decroissantes proportionnellement a la distance du disque. Si le mi/o est sensible a un AB donne, une zone d’inhibition de la croissance apparait autour du disque contenant cet AB; la culture s’arrete en effet, lorsqu’elle rencontre dans la gelose une concentration egale a CMI. La lecture peut etre directe. Le diametre d’inhibition mesure est compare aux diametres critiques (standards) pour chaque AB. En dessous d’un diametre donne, la souche est classee resistante; au dessus du diametre standard la bacterie est classe sensible. Actuellement la mesure du diametre des zones d’inhibition permet de mesurer la CMI de chaque AB, grace a des abaques donnant la relation diametre-CMI (courbes de concordance) prealablement etablies. 

Ce test de diffusion ne convient pas pour les bacteries a croissance lente (comme Mycobacterium tuberculosis), parce que l’antibiotique a trop diffuse avant que la croissance ne soit visible. Ce test n’est applicable qu’aux bacteries qui donnent une croissance visible apres une incubation d’une nuit. Toute la procedure doit etre standardisee (type de milieu, densite de l’inoculum, conditions d’incubation, etc.).


Certains tests utilisent des comprimes ou des bandelettes de papier ou de plastique contenant l’AB.

Etude de la bacteriostase et de la bactericidie

Selon leur concentration, les AB peuvent agir selon deux modalites differentes qui correspondent a des degres dans l’intensite de leur action: la bacteriostase et la bactericidie.

Mise en evidence

Reprenons la serie de tubes de l’experience precedente (methode de dilution), mais au lieu de limiter l’observation a la 24e heure, observons la cinetique de la croissance en denombrant toutes les heures, par isolement sur gelose, les germes presents dans chaque tube.

Dans le tube temoin ne contenant pas d’AB, la courbe de croissance observee est celle d’une culture microbienne normale avec une phase de latence, une phase de croissance exponentielle et un arret de la croissance. Dans les tubes avec AB, l’effet observe varie avec la concentration. Aux faibles concentrations, l’action de l’AB parait nulle (concentrations subinhibitrices). A mesure que la concentration en AB augmente, on observe un allongement de la phase de latence et un ralentissement de la croissance bacterienne; a tout moment, le nombre de bacteries retrouvees est superieur au nombre de bacteries ensemencees. Pour une certaine concentration, le nombre de bacteries reste identique a celui de l’inoculum. Dans ces tubes, les concentrations d’AB presentes sont dites concentrations bacteriostatiques.
Sont bacteriostatiques les antibiotiques pour lesquels la CMB est superieure a la CMI et pour lesquels le rapport CMB/CMI est superieur a 2. Les tetracyclines, le chloramphenicol et les macrolides sont des AB bacteriostatiques.

Dans les tubes contenant les concentrations les plus elevees d’AB aucune croissance n’est observee. Au contraire, le nombre de bacteries decroit (mort acceleree des bacteries) en fonction de la concentration d’AB et de la duree d’incubation, pouvant aller jusqu’a une sterilisation complete. Ces tubes correspondent aux concentrations bactericides.

Sont bactericides les AB dont la CMB est identique ou proche de la CMI, c’est-a-dire qui ont un rapport CMB/CMI inferieur a 2. Les AB bactericides ont des CMB compatibles avec les taux seriques (CT) qu’il est possible d’obtenir dans l’organisme. Les beta-lactamines (penicillines et cephalosporines), les aminosides et les quinolones sont habituellement bactericides.

Interet pratique

En clinique, cette difference d’intensite d’action a, dans certains cas, une tres grande importance. Le plus souvent, l’effet bacteriostatique suffit, specialement dans les infections aigues; en limitant la proliferation microbienne, l’AB aide les moyens de defense naturels de l’organisme a circonscrire le foyer infectieux et a detruire les bacteries infectantes. Par contre, pour traiter les infections graves comme les septicemies, les endocardites, mais aussi certaines infections chroniques ou survenant sur des terrains fragilises (sujets immunodeprimes), il est indispensable d’utiliser une antibiotherapie bactericide. Cependant il est utile de verifier par des examens de laboratoire l’activite bactericide des AB sur la souche bacterienne responsable.


Certaines bacteries pathogenes peuvent survivre, et parfois grandir, a l’interieur des phagocytes. Pour cette raison, il est utile de savoir si les AB administres aux patients, peuvent a) penetrer dans les phagocytes et b) y agir contre les bacteries. Une forte activite a l’interieur du phagocyte manifestent les fluoroquinolones (ciprofloxacine), le rifampicine. L’activite des aminoglycosides, ainsi que des beta-lactamines est faible, dans quelques cas nulle, apparement a cause d’une mauvaise penetration dans le phagocyte.

Methodes bacteriologiques de surveillance d’un traitement antibiotique  

Pour qu’un traitement antibiotique soit actif, il faut que l’AB administre a doses efficaces, parvienne au niveau de foyer infectieux a une concentration suffisante, c’est-a-dire, theoriquement, au moins egale a la CMI du germe responsable sensible. Il est possible, par des tests in vitro, de verifier l’efficacite d’une antibiotherapie sur la bacterie responsable. Deux methodes sont realisables pour verifier si le traitement instaure est satisfaisant.

1. La determination des concentrations humorales ou tissulaires d’AB

Le dosage des AB dans les humeurs de l’organisme est indique:

- Lorsqu’on utilise un AB toxique

- Si les malades ont des deficiences metaboliques ou excretoires.

Ces dosages sont faciles a realiser dans le serum, le liquide cephalo-rachidien (LCR) ou les urines; on peut alors comparer les concentrations obtenues a la CMI du germe causal et verifier l’efficacite du traitement ou eventuellement ajuster la posologie.

Pour des raisons evidentes, il n’est generalement pas possible de mesurer la concentration d’AB dans les foyers infectieux profonds (tissus pulmonaires, osseux…) en cours de traitement, a moins qu’une intervention chirurgicale soit necessaire. On doit alors juger son efficacite en fonction des donnees pharmacocinetiques que l’on possede sur la diffusion des AB dans les tissus ou les secretions. Le rapport concentrations tissulaires/concentrations seriques a ete etabli pour plusieurs AB. On peut ainsi, en determinant la concentration serique en cours de traitement apprecier le taux tissulaire d'AB present au site de l'infection et juger s'il est suffisant pour atteindre la bacterie responsable.

Les dosages seriques constituent egalement la seule methode de surveillance permettant d’adapter la posologie d’AB possedant une toxicite renale ou cochleovestibulaire (aminosides, par ex.). Ils evitent le depassement du seuil des concentrations toxiques et, chez l’insuffisant renal (ou hepatique), facilitent le calcul des doses a administrer et leur espacement eventuel.

2. L’etude du pouvoir inhibiteur des liquides biologiques 

Cette etude ne se pratique que pour des infections graves qui ne reagissent pas rapidement au traitement. Elle permet d’eliminer une insuffisance du traitement antibiotique comme cause d’un echec therapeutique. 

Sa realisation n’est possible que si la bacterie responsable a ete isolee. Cette recherche peut etre effectuee sur le serum (septicemie, endocardite), le LCR (meningite) ou les urines (infection urinaire). Elle permet de verifier l’activite antibiotique de ces humeurs sur la souche bacterienne responsable de l’infection. 

Les liquides biologiques seront preleves en fonction du schema therapeutique: 0,5 heure apres injection intraveineuse, 1 heure apres injection intramusculaire et 2 heures apres prise orale. On realise dans une serie de tubes des dilutions croissantes (1/2; 1/4; 1/8; 1/16…) du liquide a etudier. On repartit dans ces tubes un meme inoculum bacterien constitue de la bacterie isolee du malade. Apres 24 heures d’incubation a 37( C, on effectue la lecture de la bacteriostase. Elle est exprimee par la plus grande dilution inhibitrice de la croissance bacterienne. On denombre ensuite les survivants dans tous les tubes presentant une activite bacteriostatique afin d’apprecier l’effet bactericide.

On considere habituellement qu’une activite bacteriostatique du serum superieure ou egale a 1/8 est capable d’assurer la guerison de l’infection. On pense generalement qu’une activite bactericide du serum superieure ou egale a 1/4 est efficace dans le traitement des septicemies, endocardites, infections urinaires hautes.

Les effets negatifs de l’antibiotherapie:

1. Effet toxique sur l’organisme humain (p.ex. la streptomycine agit sur la VIII-eme paire crainienne, provoquant une sourdite irreversible, le chloramphenicol est toxique pour la moelle osseuse et il affecte les ribosomes mitochondriaux dans les cellules de mammiferes, etc.)

2. Effet terratogene

3. Reactions allergiques

4. Selection des souches resistantes

5. Dysbiose

6. Troubles de l’immunogenese

Les bacteriocines sont des substances bactericides produites par de nombreuses especes de bacteries et actives sur d’autres souches de la meme espece bacterienne ou d’especes voisines de la souche productrice. La production de bacteriocine par une souche est gouvernee par un plasmide. Une souche produisant une bacteriocine est resistante a la bacteriocine qu’elle produit. L’etude de la sensibilite d’une souche a d’autres bacteriocines permet un marquage utilisable a des fins epidemiologiques. La determination du bacteriocinotype n’est realisee que par des laboratoires tres specialises. 

Types de bacteriocines: colicines (secretees par E. coli), corynecines (Corynebacterium), vibriocines (Vibrio), pyocines (Pseudomonas aeruginosa), etc.  

LA RESISTANCE BACTERIENNE AUX ANTIBIOTIQUES

De tres nombreuses souches bacteriennes ne sont pas en pratique aussi sensibles aux AB que le spectre theorique d’activite de chacun de ces produits pourrait le laisser croire. En effet, depuis l’introduction successive en therapeutique des differents AB, la sensibilite des bacteries a beaucoup evolue de sorte que la proportion de souches resistantes dans de nombreuses especes, est actuellement importante.

Plusieurs facteurs sont responsable de cette evolution:

· des facteurs propres aux bacteries, facteurs genetiques, expliquant l’apparition des bacteries resistantes a un ou plusieurs AB;

· des facteurs favorisant la selection et la diffusion des souches bacteriennes resistantes. Ils tiennent essentiellement a nos habitudes therapeutiques et a un mauvais usage de l’AB.

On distingue 2 types de resistance:

1. Naturelle, qui exprime un caractere inne, constant pour une espece donnee. Dans certains cas la bacterie resiste a l’action d’un AB parce qu’elle est depourvue de la structure qui constitue la cible de l’AB. Ainsi, les especes de Mycoplasma qui n’ont pas de paroi cellulaire ne seront pas sensibles aux penicillines, dont la cible (le peptidoglycane) est un composant de la paroi cellulaire. Il se peut que certaines bacteries n’effectuent pas le processus inhibe par l’AB: les sulfamides n’affecteront pas les bacteries qui tirent normalement leur acide folique, tout fait, du milieu environnant. La resistance peut aussi etre due a ce que la cellule empeche l’AB d’atteindre sa cible: les Mycobacteries sont resistantes aux AB qui ne peuvent pas penetrer la paroi cellulaire de ces bacteries; 

2. Acquise, qui affecte les bacteries ou les souches d’une espece sensible. Depend de la pression de selection exercee par les AB utilises en therapeutique.

Les bacteries peuvent devenir resistantes a l’action des AB par 4 mecanismes principaux:

1. Diminution de la permeabilite membranaire

2. Alteration de la cible moleculaire

3. Excretion accrue de l’AB qui entraine une concentration insuffisante au niveau de la cible

4. Inactivation enzymatique de l’AB, qui peut etre hydrolyse (penicillinase, cephalosporinase) ou modifie dans sa structure chimique (acetylase, adenylase, phosphorylase) etc. 

La resistance acquise peut avoir une manifestation phenotypique (les bacteries “dormantes”, les formes “L” de bacteries) ou genetique (chromosomique, plasmidique). 

· La resistance chromosomique se produit par mutations. En presence d’un AB, les rares individus (1 pour 106  a 108 bacteries) qui ont subi au hasard une mutation interessant le mecanisme d’action de cet AB seront seuls aptes a se multiplier. L’AB agit comme agent selecteur des mutants resistants qui preexistent dans la population sensible.

     La resistance acquise par mutation est liee essentiellement a 2 mecanismes: diminution de la permeabilite et alteration des cibles moleculaires. En pratique, la resistance chromosomique est responsable d’environ 10 % des resistances acquises rencontrees en clinique.

· La resistance plasmidique (extra-chromosomique) se realise par transfert des genes entre bacteries par l’intermediaire d’un plasmide R. Chaque plasmide peut coder pour la resistance a une ou simultanement a plusieurs antibiotiques, d’ou le nom de resistance multiple. Cette resistance plasmidique est dite epidemique. Les plasmides peuvent, chez les bacteries Gram negatives, se transmettre par conjugaison, entre souches appartenant a une meme espece ou a des especes differentes.

         Mecanismes de la resistance plasmidique:

1. Inactivation enzymatique (β-lactamines, aminosides, phenicols, macrolides). Les beta-lactamases sont des enzymes qui inactivent les beta-lactamines en ouvrant le cycle beta-lactamine par rupture de la liaison amide. Elles transforment les penicillines en acide penicillinoique et les cephalosporines en acide cephalosporoique; ces acides sont inactifs. La chloramphenicol acetyl transferase inactive le chloramphenicol.

2. La modification enzymatique de la cible (macrolides)

3. Substitution/surproduction de la cible (sulfamides)

4. Excretion accrue de l’AB (tetracycline)

Une souche pour laquelle la CMI est basse et dont la CMB est au moins 32 fois plus elevee est definie comme tolerante a un AB bactericide. Ce type de resistance a ete decrit chez Staphylococcus aureus pour la penicilline G, mais est observe avec d’autres AB et dans d’autres genres bacteriens.

La prevention de la resistance:

1. Une sourveillance epidemiologique des souches resistantes;

2. Une politique stricte de prescription des AB, en evitant l’emploi abusif des AB;

3. Il faut respecter les doses therapeutiques correctes et le temps necessaire;

4. L’utilisation simultaine de 2 AB a des mecanismes differents;

5. Prescription des AB qui ne sont pas sensibles aux beta-lactamases, en utilisant les inhibiteurs de beta-lactamases. Trois beta-lactamines, l’acide clavulanique, le sulbactam et le tazobactam sont capable d’inhiber les beta-lactamases. Ayant une tres faible activite antibiotique, ces inhibiteurs doivent etre associes a d’autres beta-lactamines. L’augmentin, par exemple, est un melange d’amoxycilline et d’acide clavulanique. L’interet de ces associations est d’etre actives sur des populations bacteriennes produisant des beta-lactamases naturelles ou ayant acquis des beta-lactamases plasmidiques;

6. Production de nouveaux antibiotiques.
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