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Introduction

Le diagnostic des affections pédiatriques reposéesiéléments classiques :

'anamneése, I'examen clinique et les données parquks.

En ce qui concerne les données paracliniques, di@&mea et la microbiologie seront souvent
utilisées ( voir « Maladies infectieuses de I'etfanimmunologie » et « Chirurgie et imagerie
de I'enfant »).

Nous faisons dans cet ouvrage un rappel utile dglades microbiologiques ainsi qu’une
présentation intégrée a la clinique, des microdsyaes potentiellement responsables des
affections dues a une infection bactérienne ouevira

Nous remercions les collegues microbiologistes fewrcontribution.






A PROPOS DU DIAGNOSTIC D'UNE INFECTION BACTERIENNE

A - GENERALITES

Le diagnostic bactériologique est un ensemble dgenwpermettant de
confirmer telle ou telle étiologie infectieuse dyime bactérienne. Ces moyens
diagnostiques sont variés et caractérisent sdiignostic direct soit celui
indirect :

DIAGNOSTIC DIRECT : mise en évidence de la bactérie elle-méme, donc
finalement de sa culture ou isolement qui perméitiantification ultérieure
ainsi que de préciser sa sensibilité aux antibiesgantibiogramme).

DIAGNOSTIC INDIRECT : mis en évidence de la réponse de 'organisme a
I'infection par la présence d'anticorps spécifiqleeplus souvent sériques ou
plus rarement par une réponse d’hypersensibilité alergique.

B - DIAGNOSTIC DIRECT

La prescription s'intitulera "examen cyto-bacté@@tiue” d'une urine (ECBU),
d'une expectoration (ECBC), d'un liquide pleuralyant pour objectif de
rechercher la mise en évidence de la bactérie nsgpte de l'infection.

1 - Demande :

Il sera important de bien identifier le patient pan nom, son prénom, sa date
de naissance, le sexe. Il existe une procédurdatamle recherche de cellules
et de germes, d'ou I'appellation suivante : "Exanyobactériologique des
urines ". Celle-ci exclut toute recherche systémettide germes particuliers
telle la recherche de BAAR (Bacilles Acido-AlcodR#sistants), de
leptopsires...

Le clinicien ne devra jamais oublier d'indiquer toue demande ou
recherche particuliere, en raison de I'utilisationde milieux spéciaux.

Exemple : La culture du bacille tuberculeux (BAAS®)fera sur le milieu de
Lowenstein-Jensen apres, au minimum 3 semainesudation & 37°C, le
milieu étant protégé de la dessication par un boon@mn caoutchouc.

2 - Examen macroscopique :

Toute infection bactérienne s'accompagne, outre larésence de bactéries,
de signes biologiques liés a l'inflammation avecdventuelle présence de
leucocytes, notamment de polynucléaires.

Ces éléments peuvent entrainer au dela d'un seuilne modification



visuelle, clairement perceptible a l'oeil nu, quiigne une anomalie
patente.

Divers éléments sont alors obtenus comme le montreies exemples
suivants:

Trouble : urine, LCR, liquide pleural ou articulair e

ARTICULAIRE

Hématurique : urine, LCR, Autre coloration anormale
liquide pleural ou articulaire

hemolytiqué bleu de
methyleng
I_' t

Odeur : on notera celle Consistance : Exemple d'une
caractéristique lors d'infections selle diarrhéique.

a germes anaérobies stricts dans

un liquide pleural
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3 - Examen microscopique

3 - 1 Etat frais (Grossissement de 400, en général):

L'examen microscopique a un intérét diagnostiqueedd d'un certain seuil...
Donc souvent, on notera aucune anomalie macrosgepiqg visible, d'ou la
nécessité de rechercher des bactéries et des éoedlnlaires de type
polynucléaire au microscope optique.

Une préparation est obtenue avec le dép6t d'unttegenire lame et lamelle,
puis on observe au microscope d'une part, la pcés&rentuelle de bactéries
(coque, diplocoque, chainette, coccobacille, baci)l le type de mobilité
comme celle du "rameur" ou celle en "en vol de rheuan".

Par ailleurs, lors de cette observation, seronuées les cellules avec une
appréciation semi-quantitative (rares, peu nomhreambreux, trés
nombreux...) ou mieux quantitative, exprimée panbee d'éléments / mhou
ml ou par champ.



Exemple d'une cellule de Malassez pour LCR, ligsidie ponction, urines
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3 - 2 Examen apres coloration (Grossissement de, Es0général) :

Un frottis fin est obtenu a partir du produit pdtgique, puis coloré permette
une meilleure visualisation des bactéries et/ovetiments cellulaires

Coloration simple: Le frottis fin est  Coloration différentielle : Compte
traité par un seul colorant basique (I tenu des différences structurales (cf
de méthylene). Cette technique est anatomie) de la paroi des bactéries, la
simple et rapide, peu courante, a coloration de Gram découverte par
I'exception de I'examen de pus urétraHans GRAM en 1884 permet de

pour la recherche de gonocoque:  distinguer les bactéries colorées en
diplocoques en grain de café violet (G+) de celles en rose (G-).
intracellulaires.

Il est alors possible de suspecter en
tenant compte de la réponse Gram+
ou - et des morphologies observées
d'évoquer un probable diagnostic

Exemples de probables diagnostics bactériologigndenction des



commémoratifs :
suspicion de pneumonie (A), de bronchopneumonigd®)méningite (C), de
pyélonéphrite (D)

3 - 3 Examen apreés coloration spéciale (Ziehl-Nagls Les bacilles acido-
alcoolo-résistants (BAAR) compte tenu de la comjpmside leur paroi sont
détectés spécifiqguement. Il s'agit du groupe desolvgctéries dont le bacille
tuberculeux (Bacille de KOCH/BK) colorées en rogge un fonds bleu. Ce
contraste de coloration permet une recherche ptikefsur un frottis.
Dailleurs, l'usage actuel d'un colorant fluores¢aaramine) confirme l'intérét
d'une visualisation plus facile (cf GBEA).

3 - 3 Examen apres coloration spéciale (MGG):



La coloration de May-Grunewald-Giemsa (MGG) eshgipalement a visée
cytologique pour une meilleure individualisatiors@g@éments cellulaires tels
polynucléaires, macrophages, lymphocytes... Lethas peuvent étre
néanmoins observées avec leur capsule comme lenpeeque (A). D'autres
peuvent étre spécialement recherchéesBalteclia burgdorferidans la
maladie de Lyme (B).

3 - 4 : Autres types de microscopie

Microscopie a fluorescence (source particulieeampge UV) : coloration
spécifiqgue des BAAR (mycobactéries) par fluoresegiaciramine)(cf GBEA).
Cette technique est d'usage courant en laboratoire.

coloration par anticorps marqués par un conjugugrdéiscent. Ce type de
technique est maintenant d'usage plus limité (bééiinsuffisante)comme
celle de la recherche de Legionella pneumophila danprélevement
pulmonaire. La recherche de lI'antigéne urinairéréstsupérieure en
sensibilité.



Microscopie au fond noir (condenseur spécials:dgit de rechercher des
bactéries sur lequelles la lumiére s'est réflécbéatte recherche est
inhabituelle: diagnostic bactérioscopique de lahdigo(Treponema pallidum)
sur un prélévement de chancre (A).

La recherche d'un microorganisme rare de type ée{@ryptococcus
neoformans) est constante dans une suspicion diegitérchez le sidéen (B).

Microscopie électronique : rarement utilisée erigue, plus souvent dans le
cadre de l'identification d'une nouvelle étiolobactérienneBartonella,
Helicobacte...).

Exemple: individualisation d'un corps d'inclusio@lamydia trachomatis



3 - 5: Autres types de coloration :

Il existe en bactériologie, diverses autres tealsgle coloration qui ne
présentent qu'un intérét anecdotique. Cependaanhilient de ne pas les
méconnaitre dans le cadre d'une nouvelle étiologgtérienne comme la
technique d'imprégnation argentique (intérét higta) dans lI'angiomatose
bacillaire ou la maladie des griffes du chat. Leses comme celle de
visualisation de la capsule (coloration de Moeltar)encore celle des cils ou
flagelles (coloration de Leifson) sontejguefois mises en oeuvre dans le ci
de diagnostic d'une espece...



PHYSIOLOGIE — CROISSANCE des bactéries

A - DIVISION BACTERIENNE

La bactérie se multiplie par fission binaire : la lactérie grandit puis se divise en deux
cellules filles séparées par un septum de divisidarmé par la paroi cellulaire. Durant
la division, 'ADN se duplique ainsi que les autresonstituants. Divers systémes
enzymatiques de synthése et de dégradation parti@pt a la division cellulaire.

Edmrnas b, Tolliven wrew e oallselive com

B - DYNAMIQUE DE LA CROISSANCE

La croissance bactérienne est I'accroissement ordoé de tous les composants de la
bactérie. Elleaboutit a I'augmentation du nombre de bactéries.

Au cours de la croissance, il se produit, d'une parun appauvrissement du milieu de
culture en nutriments et, d'autre part, un enrichissement en sous-produits du
métabolisme, éventuellement toxiques. La croissanpeut étre étudiée en milieu
liquide ou solide.

1 - Courbe de croissancea croissance d'une bactérie s'étudie en milieu ligde. Il
existe 6 phases dont I'ensemble constitue la courtie croissance.

. Phase de latencde taux de croissance nul (1 = 0). La durée dmtte phase dépend ¢
I'age des bactéries et de la composition du milie@'est le temps nécessaire a la
bactérie pour synthétiser les enzymes adaptées aauveau substrat (pas de phase de
latence si repiquage sur milieu identique au précémht).

. Phase d'accélératioril se produit une augmentation de la vitesse dgroissance.

. Croissance exponentielide taux de croissance atteint un maximum (p=max)Xette
phase dure tant que la vitesse de croissance eshst@nte. Le temps de doublement
des bactéries est le plus court. La masse cellulaiest représentée par des cellules
viables (mortalité nulle).

. Phase de ralentissemen vitesse de croissance régresse. Il y a un égment du
milieu de culture et une accumulation des déchetB.existe un début d'autolyse des
bactéries.

. Phase maximale stationnairke taux de croissance devient nu (4 = 0). Les ttéries
qui se multiplient compensent celles qui meurent.

. Phase de déclinle taux de croissance est négatif (1 < 0). Towtées ressources
nutritives sont épuisées. Il y a accumulation de nebolites toxiques. Il se produit une



diminution d'organismes viables et une lyse cellulee sous I'action des enzymes
protéolytigues endogenes. Cependant, il persiste @mroissance par libération de
substances libérées lors de la lyse (croissance mligue).

Exemple d'une courbe de croissance

A 1 : phase de latence,

2 : phase de croissance
exponentielle,

3 : phase de
ralentissement,

4 : phase stationnaire,
5 : phase de déclin.

-

Courbe de croissance dans un automate d'hémoculture
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2 - Croissance vitro (milieux liquides et solides)

Les bactéries peuvent étre cultivées anilieux liquide solide et semi-liquide. Les

milieux liquides sont utilisés pour la culture de lactéries pures ou lors d'infection
monomicrobienne (hémoculture).

Exemples : culture d'une bactérie dans un bouillon nutitif ou encore a partir du sang



d'un malade (hémoculture en flacon)

Les milieux solidesou semi-solides, a base d'agar (gélose), sontistis pour
I'isolement de bactéries. Dans ces milieux, ont égoutés des nutriments favorisants
la croissance des bactéries étudiées.

Exemples : culture par isolement d'une bactérie &l surface d'un milieu gélosé
contenant du sang (mouton, cheval) montrant aprés8la 24 H a 37°C d'incubation
des colonies hémolytiques.

3 - Croissancé vivo

In vivo, la croissance bactérienne n'est pas similaire &lte observéen vitro. Elle est
beaucoup plus ralentie. La phase de latence est leaup plus longue. Les bactéries
n'ont pas toujours tous les nutriments a leur dispsition pour leur croissance.ln vivo,
les bactéries peuvent étre phagocytées par les maphages et les polynucléaires et
étre inhibées par les produits antibactériens commie lysozyme ou le complément.



Temps de génération (TG} de gquelques espéces bactériennes

Bacteérie In vitre (min) Invive (h)
Escherichia coli 20-40 3
Salmonella Tvphimuriim 20-40 3-5
Stapnlococens airens 40 3-5
Prendomonas acrniginosa 40 4

Vibrio cholerae 20 2-5
Mycobacteritim tubercnlosis 120-240 24-45

4 - Croissance en culture continue

Il y a maintien d'une croissance exponentielle comtue lorsque le milieu de culture es
renouvelé régulierement et que les métabolites soéliminés en méme temps. La
valeur g est maximale et constant

5 - Croissance en culture synchrone

Les bactéries se multiplient toutes au méme momerita courbe de croissance montre
des paliers successifs. Ce type de culture perméétidier la division cellulaire
indépendamment de la croissance.

6 - Croissance en biofilm

Les bactéries peuvent s'attacher aux surfaces, s&xier entre elles et s'entourer d'un
polymeére organique pour constituer un biofilm. Leur organisation et leur
métabolisme dépendent de la nature de la surface @ I'environnement physico-
chimique. Les biofilms intéressent tous les domaisede la microbiologie et de la
médecine (matériels d'exploration, matériels implatés, muqueuses Iésées). Les
biofilms sont caractérisés par une hétérogenéité apale : il existe des variations
métaboliques importantes a l'intérieur du biofilm & a l'interface milieu liquide/milieu
solide.

Schéma d'organisation d'un biofilm

—_— formaton
du biofilhn
azzociation formation ‘
microcolonies

J sl busmtari ’ T

surface

adherente



7 - Effets de carence et de stress

En situation de carence ou de stress, la bactériept
adopter deux types de stratégie pour sa survie :

1 - la bactérie se difféerencie vers une forme de sistance
métaboliquement inactive C'est le cas deéBacillus qui
produisent une spore.

2 - la bactérie développe des systemes de régulatjpour
contréler cette période de carence en adaptant son
métabolisme pour faire un maximum d'économie. C'est
le cas deEscherichia coli

Dans ce type de situation, la bactérie présente les
adaptations suivantes :

. Dégradation de I'ARN cellulaire total, libérant des nucléotides utilisables pour la
synthese de nouveaux ARN ou comme source d'énergie.

. Dégradation des protéines : libération d'acidesrainés réutilisés ou dégradés pour la
production d'énergie

. Mise en ceuvre de systémes de transport et d'aséiation comme substituts aux
éléments manquants qui sont essentiellement les goosés azotés, phosphoreés,
carbonés et le fer.

. Synthése de protéines de stress qui protégentdactérie de la privation de
nutriments et d'autres stress (existence de géneaspliqgués dans les phénomenes de
carence ou de stress).

C - CONDITIONS FAVORABLES A LA CROISSANCE
1 - Sources d'énergie

Les bactéries doivent trouver dans leur environnen# les substances nécessaires a
leur énergie et a leurs synthéses cellulaires.

Les bactériesphototrophesitilisent I'énergie lumineuse pour la photosynthes
(synthése d'ATP a partir d'ADP et de phosphate inaganique).

Les bactérieschimiotropheguisent leur énergie a partir de composés minéraugu
organiques. Elles utilisent des donneurs et des aqteurs d'électrons (élément
minéral : bactérie chimiolithotrophe ; élément organique : bactérie
chimioorganotrophe).



La grande majorité des bactéries d'intérét médicasont chimioorganotrophes.
2 -Sources de carbone

Le carbone est I'un des éléments les plus abondamis la bactérie. Le plus simple des
composes est I'anhydride carbonique ou CO2. Celui-peut étre utilisé par la bactérie
pour la synthése de certains métabolites essentiglsi ferait intervenir une réaction de
carboxylation.

Le CO2 est la seule source de carbone pour les béges autotrophes. Les bactéries
hétérotrophestilisent facultativement le CO2. Les bactéries hérotrophes dégradent
une grande quantité de substances hydrocarbonéedqaol, acide acétique, acide
lactique, polysaccharides, sucres divers).

3 - Sources d'azote et besoins en soufre

Les bactéries ont besoin de substances azotées psymthétiser leurs protéines. La
provenance de cet azote peut se faire par fixatiairecte de I'azote atmosphérique ou
par incorporation de composés azotés (réactions désamination, de transamination)

Le soufre est incorporé par les bactéries sous fomrde sulfate ou de composés soufrés
organiques.

4 - Besoins inorganiques

Le phosphore fait partie des acides nucléiques eedhombreuses réactions
enzymatiques. Il permet la récupération, I'accumuléion et la distribution de I'énergie
dans la bactérie. Il est incorporé sous forme de pisphate inorganique.

5 - Autres éléments

D'autres éléments jouent un r6le dans le métabolisebactérien (sodium, potassium,
magnésium, chlore) et dans les réactions enzymatigsl (calcium, fer, magnésium,
manganese, nickel, sélénium, cuivre, cobalt, vitames)

Exemple d'un milieu solide minimum pour
étudier le transfert de marqueurs
d'auxotrophie (cf découverte de la
conjugaison)

composition: SO4(NH2)2 1 g, PO4K2H 7g, S A+B+CD.
PO4KH2 2g, citrate 0,59, SO4Mg, 7H20 1g,
eau 500 ml

AxB
AtB+C+De




D - CONDITIONS PHYSICO-CHIMIQUES DE LA CROISSANCE

1 - Effet de I'oxygéne

Il existe plusieurs classes de bactéries en fongatide leurs rapports avec I'oxygene.

1 - Les bactéries aérobies strictes ne se
développent qu'en présence d'air. Leur
source principale d'énergie est la respiration.
L'oxygene moléculaire, ultime accepteur
d'électron, est réduit en eauPseudomonas
Acinetobactey Neisserig.

2 - Les bactéries microaérophiles se
développent mieux ou exclusivement lorsque
la pression partielle d'oxygene est inférieure
a celle de l'air Campylobacter
Mycobacteriaceae

3 - Les bactéries aéro-anaérobies facultative:
se développent avec ou sans air. C'est le cas
de la majorité des bactéries rencontrées en
pathologie médicale : les entérobactéries 1
(Escherichia Salmonellg, les streptocoques,

les staphylocoques. L'énergie provient de
I'oxydation des substrats et de la voie
fermentaire.

4 - Les bactéries anaérobies
strictes ne se développent
gu'en absence totale ou

presque d'oxygéene qui est |
plus souvent toxique. Ces
bactéries doivent se cultiver
sous atmosphere réductrice
La totalité de I'énergie est
produite par fermentation.

C'est le cas des bactéries intestinaleBdcteroides Fusobacterium Clostridium) et de
nombreuses bactéries preentes dans les flores normales de I'organisme. taxicité de
I'oxygene s'explique par la production de radicausuperoxydes que les bactéries
anaeérobies ne peuvent pas détruire (absence de supe/de dismutase) et/ou par
l'absence d'une activité enzymatique a type de cdéses et de peroxydases.

Mode d'action de la superoxide dismutase, de la actse et de la peroxydase



NADH;

N i
dlamubase. peroxydase .- 2 H,O
[O3] + [O3] + Ho———® O, + H202
I e S
Ha0s catalase

Exemple : Etuve avec culture de bactéries anaérolsiestricts en jarre

Autre exemple : culture de bactéries anaérobies stts en sachet plastique et en
atmosphére contrblée

2 - Effet de la température

Les bactéries peuvent étre classées selon leur tedngture optimale de croissance.

- Bactéries mésophildg&x. : Escherichia col) : température de croissance proche de
celle du corps humain (37°C)

- BactériesthermophilegEx. : Thermus aquaticu¥: températures de croissance
comprises entre 45°C et 70°C .

- Bactérieshyperthermophile¢Ex. : Archaed : températures de croissance supérieurt
ago°C.

- BactériespsychrophilegEx. : ) :Températures proches de 0°C (optimum a@15°C).

- Bactériespsychrotrophe¢Ex. : Pseudomongs: températures de croissance proches
de 0°C avec optimum de croissance proche des badts mésophiles.



Exemple : Dans un laboratoire d'analyse, étuve doria température intérieure est
réglée a 37°C

Autre exemple : étuve dont la température intérieue est réglée a 37°C avec une
atmosphére de 5% de gaz carbonique (CO2)

3 - Effet du pH

Le pH (concentration en ion hydrogene [H+]) de I'emironnement varie entre 0,5 (sols
acides) et 10,5 (eaux alcalines des lacs).

Les bactéries pathogenes ou liées a I'écosystéemeniain se développent le plus
souvent dans des milieux neutres ou légerement alices.

On distingue les bactéries:

- neutrophilesyui se développent pour des pH sont compris ent&5 et 8,5 avec un
optimum voisin de 7. La plupart des bactéries médalement importantes sont ainsi.

Exemple : isolement d'une souche deéscherichia colisur un milieu usuel



- alcalophileqqui préferent les pH alcalins: cas dé€seudomona etVibrio, donc milieux
de culture particuliers

- acidophilesgui se multiplient mieux dans des milieux acidescas ded actobacillus
4 - Effet de la pression osmotique

Les bactéries sont assez tolérantes aux variatiodes concentrations ionigues.
Certaines espéces sont osmotolérantes (staphylocegibrio choleraé.

5 - Effet de I'eau libre

La disponibilité de I'eau présente dans |'atmosphér ou dans une substance intervient
dans la croissance bactérienne. L'activité de I'ea(Aw) est inversement
proportionnelle a la pression osmotique d'un compds Ainsi, elle est affectée par la
présence plus ou moins importante de sels ou de seg dissous dans I'eau.

- Présence de sels : Les bactéribalophilesnécessitent du sel (NaCl) pour leur
croissance. Cette concentration peut varier de 1-6%our les faiblement halophiles
jusque 15-30% pour les bactéries halophiles extrémedi@lobacterium.

Les bactérieshalotoléranteacceptent des concentrations modérées de sels nras
obligatoires pour leur croissance (Ex. Staphylococcus aureys

- Présence de sucres : Les bactériesmophilesécessitent des sucres pour leur
croissance. Cellessmotoléranteacceptent des concentrations modérées de sucres
mais non obligatoires pour leur croissance. Enfinds bactériesxérophilespeuvent se
multiplier en I'absence d'eau dans leur environnenrat.

6 - Métabolisme énergétique

On peut opposer les bactéries ayant un métabolisniermentatif et celles ayant un
métabolisme de type respiratoire.

Pour les bactéries a métabolisme fermentatif, la dgadation du glucose est



incompléte et aboutit & la formation de divers compsés organiques (acides
organiques).

Pour les bactéries ayant un métabolisme oxydatifla dégradation se fait par le cycle
de Krebs. L'accepteur final d'électron est I'oxygee. Chez les bactéries, le systéme de
transport d'électrons est situé dans la membrane ¢gplasmique.

Exemple : Mise en évidence du caractére fermentair@) ou oxydatif (B) avec un
milieu dit de MEVAG contenant du glucose. Le témoir(C) est le méme milieu sans
sucre ensemencé de maniére identique.

E - APPLICATIONS

1 - Milieux de culture

Un milieu de culture est composé d'un mélange delIsstrats nutritifs (acides aminés,
peptides, bases nucléiques, sucres, etc), d'un gyae tampon pour éviter les
variations importantes du pH, de sels minéraux etel vitamines. Il est posble
d'ajouter d'autres facteurs de croissance (sang, ptéines, hémoglobine, vitamines). |
sont de nature solide, semi-solide ou liquide.

Parmi les milieux de culture, on distingue les migux :
- d'isolementqui sont le plus souvent solides (gélosés) et ademposition variable pour
permettre le développement de plusieurs espéeces baennes: gélose au sang frais,

gélose dite au sang cuit.......

Exemple : isolement d'une aspiration bronchique sumilieu gélosé au sang frais (A),
au sang cuit (B) ou contenant des substrats chromégiques (C)



' e
- sélectifsqui favorisent artificiellement la croissance d'ure espéce au détriment des

autres tels le Milieu de Chapman (hypersalé + mantal + indicateur de pH),
Drigalski (sels biliaires + cristal violet + lactog + indicateur de pH).........

Exemple : culture d'une part sur le milieu de Chapnan (gauche) de trois souches de
Staphylococcu aureuset d'autre part sur celui de Drigalski (droite) deEscherichia
coli et Proteus mirabilis

- identificationpermettent au cours de l'isolement ou non de mettren évidence une ¢
plusieurs propriétés biochimiques d'une bactérie par commencer a l'identifier



2 - Apparences des colonies

L' aspect des coloniesst le caractére primaire utilisé pour orienter lediagnostic
effectué par le bactériologiste. La forme des colags dépend de :

A) facteurs intrinséques a la bactérie :

mobilité,

morphologie : taille, forme, contour, relief, surface
production d'une capsule,

production de matériel extracellulaire,
pigmentation,

présence de fimbriae

B) facteurs extrinseques :

gradients de solutés créés autour de la colonie

présence de colorants dans le milieu de culture.

Exemple : Aspects de colonies bactériennes sur lélieu sélectif dénommé Drigalski



3 - Recherche des caractéres biochimiques

L'identification des bactériesst effectuée en utilisant des milieux de culturdont la
composition permet de mettre en évidence une enzytigue.



Exemples : activités variables (souches A et B) dgpe R-galactosidase (ONPG), lysin
décarboxylase (LDC), ornithine décarboxylase (ODC)réase (URE) .........

L'activité fermentaire est révélé avec un milieu tpe contenant un sucre, un indicatet
coloré des changements de pH. La fermentation du ste entraine un abaissement du
pH et donc un changement de couleur de l'indicateutoloré.

Exemples : activité fermentaire positive vis-a-visle divers hydrates de carbone:

A I'heure actuelle, des systémes automatisés pliensibles effectuent des mesures
photométriques en continu et peuvent identifier leprincipales bactéries isolées en
pratique médicale en moins de 5 heures.

Exemples : automates d'identification et de sensilié aux antibiotiques



/A PROPOS DES ANTIBIOTIQUES

A — INTRODUCTION

Quelle est la nécessité pour un clinicien de demaadun antibiogramme de la
souche pathogene ?

En fait selon I'agent bactérien impliqué et la prolabilité élevée de résistance acquise

(cf classe thérapeutigyel pourra étre nécesaire d'isoler I'agent infedeux (examen
cyto-bactériologique) et d'effectuer un antibiogranme.

B - LANTIBIOGRAMME

. Définition: détermination de la sensibilité d'une bactérie amtibiotiques Terme
contracté par analogie avec 'hémogramme. Examen gtidien de laboratoire, en
particulier hospitalier pas toujours nécessaiief classes thérapeutiques)

. Méthodologies:

- détermination directe de la CMh milieu liquide ou solide (cf antibiotique 1V)

- méthode des disques ou diffusigmatique)

- E- test

- antibiogramme automatis®i automates

Choix des antibiotiquesnalgre la grande diversité des antibiotiques dispnibles, ils
seront choisis selon leur spectre, donc un antibigue d'un groupe peut répondre

pour un autre appartenant au méme groupe.

En pratique quotidienne: Choix de 10 (en ville) a @ antibiotiques (en milieu
hospitalier) selon la prise en compte de I'examenarphologique: coques,



coccobacilles, bacilles disposition (en amas, enathette) coloration (Gram + ou +).
Cela suppose la connaissance du spectre des antiigjoes.

Réponses de 'antibiogramme : un exemple de refadtildogramme

Enterobacter cloacas

GERME No : 1
£- LACTAMINES stati
AMOXICILLINE........ R Interpretation
AMOXICILLINE+AC.CLAV R
L e e e & BUT = classement en catégorie clinique au
+ . .
PIPERACILLINE. ...... R nombre de trois
PIPERACILLINE + TAZO R
CEFALOTINE. . o.vvun. R
CEFURCXIME. ... ...... R 1/ SENSIBLE
CEFORITING . v.o.sio v siw.0s R
CEFIXIME: ~i )i s i by
CEFOTAXIME.......... R 2/ INTERMEDIAIRE
CEFTAZIDIME. . ..ne . R
CEFEPIME............ I 3/ RESISTANT
CEFPIROME: i « o yvis's v iz §
AZTREONAM........... R
IMIPENEME. .......... s
AMTMARTHRD

1/ SENSIBLE:Les souches S sont celles pour lesquelles la prbbiéé de succes
thérapeutique est acceptable. On doit s'attendre an effet thérapeutique dans le cas
d'un traitement a dose habituelle par voie génerale

2/ RESISTANT:Les souches R sont celles pour lesquelles ils& une forte probabilité
d'échec thérapeutique. On ne peut s'attendre a urffet thérapeutique quel que soit le
traitement.

3/ INTERMEDIAIRE: Les souches | sont celles pour lesquelles le sucti@érapeutique
est imprévisible. Elles forment un ensemble hétérege pour lequel la seule valeur de
la CMI n'est pas prédictive:

il peut s'agir d'un caractére de résistance avec pression tres faible (S ???). In vivo,
une partie de ces souches apparaitront résistantada thérapeutique, observations
cliniques partielles ou inexistantes, risque d'écliethérapeutique. On peut espérer un
effet thérapeutique dans certaines conditions (foes concentrations locales ou
accrues). En fait, il existe une zone tampon enttiacertitudes techniques et
biologiques.

Catégories définies par le Comité de I'Antibiograershe la Société Francaise de
Microbiologie (CA-SFM) délimitées par deux concentrations critigies (c, C) et a deux
diamétres critiques (D, d) et choisies par un compmis : données bactériologiques,
cinétique; résultats cliniques.

i T N |

categorie intermediaire I categorie résistante

catégorie sensible



Vision banalisée par deux bornes C ou D, d) schématique avec I'évolution de nos
connaissances sur l'activité intrinseque des antibtiques en termes de CMI
(moyennes, modales, CMI 50%) vis-a-vis des espetestériennes.

Streptocogque A et sensibilité i In pénicilline G (306 sonches)
e

C - SPECTRE CLINIQUE DES ANTIBIOTIQUES (SCA)

L'antibiogramme n'est pas nécessaire si'il y a prisen
compte du spectre clinique des antibiotiques (SCARour
deux classes thérapeutique (habituellement sensiblet
modérément sensibles) le recours a I'antibiogrammeest
pas nécessaire, cela implique gu'il n'y aura pas ékamen
cytobactériologique.

La prescription d'un antibiotique sans antibiogramme prend alors en compte la faibl
probabilité de la présence d'un mécanisme de résisice.

Le SCA se définiselon les éléments suivants: ¢, C, données pharraimétiques,
spectre naturel de I'antibiotique (CMI modales, CMI50%, CMI 90%) et enfin
résultats cliniques.

Ainsi 4 classes sont proposées au clinicien par espetérieane:

- HABITUELLEMENT SENSIBLE

- MODEREMENT SENSIBLE

- INCONSTAMMENT SENSIBLE

- RESISTANTE

- Les especes habituellement sensibigsartiennent au spectre naturel de
I'antibiotique et le pourcentage de souches résisites ne dépasse pas 10%. Le

meédecin peut choisir cet antibiotique pour une infetion peu sévere et
I'antibiogramme n'est pas nécessaire.



- Les espéces modérément sensibtad naturellement peu sensibles a I'antibiotique
mais ne posseédent pas de résistance acquise (CM¥b0omprises entre ¢ et C). Le
traitement impose de fortes doses ou il s'agit d'wninfection de localisation
particuliere avec des concentrations trés élevées tlantibiotique.

- Les espéces insconstamment sensixes dans le spectre naturel de I'antibiotique
mais la fréequence de résistance acquise dépasse 10%

Sensibilité impreévisible, donc I'antibiogramme eshécessaire.
Risque d'échec clinique inacceptable

- Les espéces résistantdséquence de résistance > 90%, catégorie hétérdel dont les
especes naturellement résistantes ou espéces haslikment sensibles maisle
pourcentage de résistance est supérieur a 90% ouceame I'espéce est sensible in vitro
mais résistante cliniquement.

Haut

Voici un exemple de SCA : érythromycine, antibiotcde la famille des macrolides



Distribution des CMI de 4 espéces bactériennes

i

S A | R

0,03 4 32-64

Bl Streptococcus pyogenes I Streptococcus pneumoniae
H zae Bl Escherichia coli

. espéece habituellement sensibleS. pyogenes CMI modale de 0,03 mg/I
. espéce modérément sensiblesi: influenzae CMI modale de 4 mg/l)

. espéce insconstamment sensibl&: pneumoniae CMI modale de 0,03 mg/l mais 30-
40% de souches résistantes en 2000

. espece résistanteE. coli: CMI modale de 32 a 64 mg/| : résistance naturedl
incompatible avec un traitement

D - CONCLUSIONS

Demander un examen cyto-bactériologique avec agtiBimme est un acte quotidjen
banalisé, donc la prescription n'espas toujours nécessai@mpte tenu de la quasi-

certitude d'avoir une souche sensible aux antibiajues.

La corrélation clinique n'est pas toujours facile aétablir entre les résultats d'activité
in vitro (CMI) et ceux obtenus in vivo (chez le paent).

Malheureusement I'antibiogramme n'explore que partellement I'activité in vitro d'un
antibiotique (effet bactériostatique mesuré par l&CMI).

Les autres caractéristiques d'un antibiotique sonteffet bactéricidel'effet post-
antibiotique (PAEYu encore lephénomene de tolérance



IDE L'USAGE DES ANTIBIOTIQUES |

A — GENERALITES

* Découverte de lantibiose= antagonisme
bactérien avec la bactéridie charbonneus:
(Pasteur et Joubert, 1877).

Voici un exemple d'antibiose entre E. coli _'
et Brucella a partir de lysier liquide
(INRA, 1966)

* Erlich P. suggéra l'intérét possible des colorard de teinturerie dés 1885. Le

prontosil ou rubiazol® premier futur sulfamide fut découvert par G. Domagk en
1935.

* Découverte dela pénicilline Gpar A. Fleming en 1928 Transformation vitreusde
colonies de staphylocoques.

* Découverte des sulfamides en 1935

* Purification et usage en cliniqude la pénicilline G en 1938-1942 (H. Florey, E.
Chain).

* Le terme d'antibiotiquea été proposé par R. Dubos (1940).

Cette grande étape du progres médical entrainant ldécouverte ultérieure de
centaines de molécules a engendré rapidement I'éngence de souches

multirésistantes, d'ou un usage des antibiotiquesuijdevra étre de plus en plus
raisonne.



B - DEFINITIONS D'UN ANTIBIOTIQUE

- WAKSMAN (1943) : "toutes les substances chimiques produites par obes-m
organismes capables d'inhiber le développemerd détiuire les bactéries et d'autres
micro-organisme's

- TURPIN ET VELU (1957): " Tout composé chimique, élaboré par un organismentiv
ou produit par synthese, a coefficient chimiothétdajgue élevé dont I'activité
thérapeutique se manisfeste a tres faible dose damiere spécifique, par l'inhibition de
certains processus vitaux, a lI'égard des virusirde®organismes ou méme de certaines
étres pluricellulaires

C - CLASSIFICATION DES ANTIBIOTIQUES
Pourquoi ?
-> faciliter le choix thérapeutique.

-> associeun mode d'action semblable ainsi qu'une modalité'dction et un spectre
d'action, doncclassification en famill@u sein desquels peuvent exister dgsoupes ou
sous-groupesdNéanmoins, il existe des antibiotiques "orpheliffs acide fusidique,
fosfomycine, triméthoprime.

Criteres de classification ?

. origine

. nature chimique

. mode d’action

. modalite d’action
. Spectre

C - 1. Origine : " élaboré par un organisme vivamiproduit par synthése".

Intérét historiqueA I'heure actuelle, il s'agira souvent de molécek, le plus souvent
obtenues par hémisynthese.

AMINOFENICILLINES

C - 2. Nature chimique : Q—% structure de base

. _ R1Myn 8, -y
Tres variable, souvent unestructure de : Em_
basecomme lecycle R-lactame (famille 00H a
des R-lactaminesur laquelle il y a B-lastame ¥ *-

hémisynthese

Donne souvent, le nom a la famillExemples



Aminosides Macrolides Phénicolés Tétracyclines
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C - 3. Modes d'action :

"l'activité thérapeutique se manifeste a trés éaduse
d'une maniere spécifique, par l'inhibition de dega
processus vitaux, a I'égard des virus, des
microorganismes ou méme de certaines étres
pluricellulaires”.

Leur mode d'action bien que parfois imparfaitement %
connu, est d'une grande variabilité, voire
complexité. Sa connaissance peut permettre de
comprendre la synergie et les méchanismes de
résistance naturelle et acquise.

INTERFERENCE AVEC LA EIOSYNTHESE DE LA FPAROI
Fization sur des cibles

B-lactamines — PLP (protéines fizant la pénicilline)
Yancomycine ——p dipeptide terminal I’-alanyl-I}-alanine
Fosfomycine —p phosphoénol pyruvate synthétase
Cycloséring  ——p [-alanine-D-alanine synthétase

FIXATION SUR MEMBRANES
Folypeptides cycliques —p membranes externe/interne
—# phospholipides

BIOSYHNTHESE DES ACIDES HUC LEIQUES
Fization sur des cibles
REPLICATION
Ouinclones —p ADN-gyrase ou topoisomérase II [zous-unité A)
TRANSCRIPTION
Rifamycines —p ARN polymérase- ADN dépendante (zous-unité )




SOUS-UNITE 303
Aminoglycosides

SOUS-UNITE 3058
Macrolides

Phénicolés

TREADUCTION DES ACIDES NUCLEIQUES
Fization sur des cibles

——pp- protéines (lecture AEMNm perturbee)

——p site A (amincacyl) avec translocation perturbée
Tétracyclines — g inhibition de la fixzation de l'armincacyl-tARN
Acide fusidique —p» inhibition du facteur d'élongation EF-G

—p inhitition de la fization de 1'amincacyl-tARN
—p inhibition de la peptidvltransfarase

Sulfamides

Isoniazide

AUTRES (étapes du métabolisme intermédiaire)

—p dihydroptéroate synthetase (DHES)
Triméthoprime ———p dihvdroptéreate symthétase (DHFR)
i ——p analogues structuraws du MAD

C - 4 . Modalités d'action :

Etudions les interactions dans le temp:
entre des concentrations variables
d'un antibiotique et d'une bactérie:

Bactériostase Le nombre de bactéries 109

viables apres un temps d'incubation et
de contact donné avec un antibiotique
est inférieur & celui observé, en
I'absence d'antibiotique (témoin), pour
une culture incubée dans les mémes
conditions. Donc ralentissement ou
arrét de la croissance quantifiable en
termes de CMI (concentration minima
inhibitrice en mg/l)

pctuimd  WTERACTIONS BACTLRIE - ANTIBIQOTIQUE -

e

]
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INTERACTIONS BACTERIE
- ANTIBIOTIQUE

Témoin

[ BACTERIOSTASE |

24

Temps (h)



Bactéricidie:Le nombre de bactéries
tuées aprés un temps d'incubation et
de contact donné avec un antibiotique
est inférieur & celui déterminé au
temps 0. Donc arrét de la croissance €
mortalité quantifiable en termes de
CMB (concentration minima

inhibitrice en mg/l)

CMI =

= cfu imil
[T.3

INTERACTIONS BACTERIE

- ANTIBIOTIQUE
Témain
Temps (h)
= 24 -
1mgll

temps-dépendant

BACTERICIDIE

2 mall concenlration-dépendant

Plus faible concentration d'antibiotique pour lagquelle il n'y a pas de croissance

visible de la souche bactérienne étudiée, les cotioins de culture étant standardisées

Té in Gamme de concenlration

4 A {meil)

AR

[Témoin | MESURE DE LA ChI

Gmoin |

B { mgdl)

MESURE DE LA CMEB

CMB = Plus faible concentration d'antibiotique
pour laquelle I'effet bactéricide souhaité est de
99,99 %, les conditions de culture étant

standardisées.

C - 5. Spectre d'activitéListe des espéces sur
lesquelles les antibiotiques sont actifs (spectre

étroit ou large).

Le spectre sera évoqué lors de I'étude des class |

thérapeutiques.

Pramier spectre de la pénicilline

Spectre d'activité des antibiotiques selon laneatie la paroi bactérienne



Famille Anthiotique Sram + Gram
(Flactamines  Benzylpénicilline + -
Oxacilline + =
Armpicilline + +
Imipengme + +
Aminosides Gentamicine + +
T obramycine + +
Phénicolés Chloranphénicol + +
Tétracyclines Doxyeycline + +
Macrolides Erythromycine + =
CGlycopeptides Vancomycine + =
Quinolones HAcide nalidixique = +
Autres Acide fusidigue + =

D - CONCLUSION

La diversité desdénominations communes internationgl2€1) comme celles
commercialegustifie une connaissance de la classification dastibiotiques, évitant
par exemple une seconde prescription sans effet mue.

Roway
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E, Aagicid F@ Pénicline Structures trés voisines
N {_:If:;: E'H“:;m: % Mémes spectres anti-bactériens
‘::rhs:;f:::ﬁ::'::" | Mémes mécanismes d'inactivation (B-lactamase)
_I_ Pharmacocinétiques un peu différentes

Famille des B-luctamines
Groupe des penicillines
h'nLL:-gruniu‘ I.’l'." lllllllﬂpﬂ'llltlltl‘ﬂﬂ’

L'abus de prescription des antibiotiques a amené Eémergence de souches
bactériennes nombreuses (prévalence importante) @ancore multirésistantes, nous
ramenant dans une situation d'avant leur découverte

lLa résistance bactérienne aux antibiotifues

Elle a souvent été rapportée des l'usage d'un nouvantibiotique en cliniqgue comme
indiqué ci-dessous pour les B-lactamineprincipale famille. La résistance bactérienne
est donc une fatalité mais d'importance variable den le pays, I'espece bactérienne et
I'antibiotique, victime de son succes.

La résistance bactérienne dite acquise présentertaines caractéristiguesdessous
évoquées:

- Emergence rapidde quelques souches résistantes apres l'introduati d'un
antibiotique



Mise sur le marche Heésistance decouverte
Pénicilline G (1942) Staphylocoque daré (1943)
Méticilline G (1961) Staphylocoque doré (1962)

Ampicilline G (1962) Entérobactéries (1964)
Céphalosporines (1980) Entérobactéries (1981)

- Fréquence de ce nouveau mécanisme rapidesnesatigmentatiomais variable selon
I'antibiotique. L'émergence de la résistance des mumocoques a la pénicilline G
constitue une exception, puisqu'elle est apparue éfrance en 1984, alors que la
pénicilline G a été utilisée dés les années 45. @&alage, peu habituel, est en relation
avec un déterminisme génétique plus complexe qu'at¢coutumée (cf déterminisme

génétigus.
Evolution de la résistance a la pénicilline G

chez S. pneumoniae en France

*II

- Résistance transférablear liée a la présence de genes transférables comceux
intégrés dans un plasmide, un intégron ou plus réocament avec l'individualisation de
genes cassettes.

- Ces génes transférables peuvent avoir une diffépa@miqueau sein du monde
bactérien comme celui-ci codant la 3-lactamase TEMlentifiée dans des souches de
coli et deP. mirabilis, deux ans apres l'introduction de la premiere pémilline a large
spectre, I'ampicilline.

N.meningitidis
Acinetobacter
N. gonorrhoeae
H. influenzae
P. aeruginosa
Enterobacteries

1964

- L'addition de mécanismes de résistance est devenugaieccourante dans le monde
bactérienaussi les bactéries deviennent de plus en plusigtantes, d'ou I'appellation



de BMR pour Bactérie Multi Résistarte.

- Enfin diverses observations illustrent lgpotentiel évolutif d'un gene de résistance
bactérien avec, comme exemple, la découverte dames hnnées 85, des R-lactamases a
spectre élargi ou étendu (BLSE) et, quelques annéapres, celles TRI/IRT, résultats

de mutations dans des positions différentes du gesedant pour I'enzyme
précédemment citée TEM-1 ou TEM-2

BLSE

Km \

TRI/IRT B
Km
TEM-1/2 ol

La résistance acquise peut étre donc, moduladienettant au monde bactérien, une
adaptation possible aux thérapeutiques, mémes lekip récentes.

C - DEFINITIONS DE LA RESISTANCE

* naturelle: Existence d'un ou plusieurs mécanismes de résasice innés, dongropres
a I'especeElle permet dedéfinir le spectre cliniqud'un antibiotique.

Exemple: résistance en cocarde a la colistine &erratia marcescens

* acquise: acquisition d'un mécanisme de résistance pour nsouche d'une espece
habituellement sensible

Exemple: résistance acquise aux pénicillines (amaxiine ou AMX) et ticarcilline ou
TIC) chezE. coli (a droite souche sauvage)



* clinique : expression de la résistance in vivo pardchec thérapeutique

Exemple: résistance clinique a la pipéracilline () lors de pneumopathie &Klebsiella
pneumoniaede phénotype "pénicillinase de bas niveau", résistdae a I'amoxicilline
(AMX) et a la ticarcilline (TIC)

* croisée: fait référence au spectre d'inactivation lié a n mémemeécanisme de
résistancevis-a-vis de divers antibiotiques appartenant a laéme famille ou sous-
groupe. Cette notion est utilisée lors de lecturaierprétative de I'antibiograme.

* chromosomique résistance liée au chromosome. |l s'agit aussiexpliquer le
déterminisme génétique d'une résistance naturelleucacquise dont le ou les génes est
ou sont liés au chromosomenfutatior)

* génétique modification du patrimoine génétique entrainant ces augmentations
limitées de CMI (X 3-5), souvent peu apparente

De légeres modifications du patrimoine génétique dhe bactérie peuvent entrainer
une moindre sensibilité a un antibiotique ou plusiers de la méme famille ou de
plusieurs selon le mécanisme. Celles-ci sont révésdors de la détermination de CMI
ou par une diminution des diamétres d'inhibition dans un antibiogramme par
diffusion (méthode des disques)(cf antibiotigue IY. L'échec clinique n'est pas
rapporté pour de telles souches de sensibilité dimiée.




Principale population sensible

Exemple: E. coli et imperméabilité par rapport aux quinolones (NA, @ide
nalidixique)

* extrachromosomiquelLa résistance est liee a la présence d'un fragmied'ADN, le
plus souvent en position cytoplasmique tel un ADlasmidique révélé aprés une
électrophorére sur gel (cf plasmide ci-dessous):

* associée résistance médiée par un plasmide a des antibigties defamilles
différentes(cf résistance plasmidique transposable)(cf génétie V)

Exemple : ChezP. aeruginosale plasmide (montré ci-dessous) est responsable d
plusieurs marqueurs de résistance aux antibiotiqueshais aussi aux antiseptiques
(mercure) ou encore au tellurite.



* plasmidique support génétique de la résistance (cf extrachroasomique ci-dessus

Exemple: Contenu plasmidique d 'une souche de. aeruginosaa gauche) et dé. coli
réceptrice avant (a droite) et apres transfert (aumilieu) par conjugaison. Le plasmide
de plus de 150 kD confére la résistance a plusieuamilles d'antibiotiques ou encore

aux antiseptiques.

P. aeruginosa

* transposable localisée sur des transposons (Tn) ailéments génétiques mobiles
situés soit dans le chromosome, soit sur un plasneid

Exemple: Mobilisation d'un transposon (Tn) d'une batérie donatrice & gauche a une
réceptrice par conjugaison (schéma selon Poyart C.)



Chr Chr

Tn

D - MECHANISMES BIOCHIMIQUES :

Préciser le déterminisme biochimique de la résista@ améne a comprendre la
résistance croisée entre antibiotiques de la mémanhille ou encore a imaginer de
nouvelles molécules plus actives, car plus hydroghs, donc ayant une meilleure
diffusion a travers les porines chez une bactérie @Gram-négatif ou une meilleure
affinité sur ses cibles telles certaines protéinek ribosome (macrolides).

A l'inverse, le mode d'action des antibiotiques pepermettre une meilleure
compréhension des mécanismes de résistance possiblgepuis quelques annéesing
mécanismegpeuvent étre envisagés pour expliquer la résistaamaturelle ou surtout
acquise des bactéries aux antibiotiques.

Prenons I'exemple des 3-lactamines chez un
bacille a Gram-négatif, qui pour agir, doivent
traverser la membrane externe ou lgaroiau
niveau desporines(motif en bleu), puis traverser
I'espace cytoplasmiquet enfin se fixer sur des
cibles ou protéinekant la pénicilline (PLP ou * /1 Mem . &%
PBPs en marron) qui sont situées principalemel ﬁ‘-‘“lﬁ_‘?ﬁm’%!ﬁ xﬂ\%
au niveau de la membrane cytoplasmique. Cette G
fixation améne a une inhibition de celles-ci
(transpeptidase, transglycosylase....) entrainant
des modifications morphologiques de type
filaments (cf ci-dessous) ou au contraire formes
sphéroides. Le résultat final est une inhibition d
la synthésedu peptidoglycane (couche interne d
la paroi en rose ici) avec quelquefois, une lyse
finale.

Cytoplasme

DM

bioMeérieux



Exemple: modification morphologique (a droite) d'ure souche dé. coli urinaire lors
d'un traitement par une pénicillline a large specte.

Les mécanismes de résistance individualisés a I'relactuelle, en prenant comme
exemple led3-lactamines, sont donc, les suivants:

* Interférence avec le mécanisme de transport ple ityperméabilité

Les porines (Omp ou Opr) sont des canaux aqueux ou Porine modifiée
hydrophiles constitués de trois molécules de protéés o~

qui laissent diffuser diverses molécules de faibleasse

moléculaire comme des substrats ou encore des *

antibiotiques. Le dysfonctionnement ou la perte déune | &

d'entre elles peut entrainer une augmentation de CM *
d'un facteur 4 a 8 de divers antibiotiques comme R- Rl
lactamines, acide nalidixique (NA), triméthoprime B W

(TMP), fosfomycine, tétracycline (TE) ou encore
chloramphénicol (C) (Exemple ci-dessous).

Chez d'autres entérobactéries tell&nterobacter cloacad G
ou E. aerogenegla perte d'une porine (38 kD) associée
une hyperproduction de la 3-lactamase chromosomiqu
de type céphalosporinase permet l'acquisition de la
résistance aux carbapénémes tel imipénéme.

Exemple d'une souche d&. coliimperméable



* Interférence avec le mécanisme de transport deetffjox

, . , , L . Efflux
Les mécanismes d'efflux observés chez les bactérie&ram-

positif ou & Gram-négatif, en particulier P. aeruginosasont
de nature différente ( famille MFS, SNR, RDN....)en
particulier a I'origine chez cette derniere especeu ont été
individualisés les systemes ayant des répercutionariables |
en termes de CMI vis-a-vis de divers antibiotiquedont les
3-lactamines avec les protéines MexA-B/OprM, MexC-
D/Oprd, MexE-F/OprN..................

"
M

;f.’ & J )ﬁ{i

Exemple d'activation du systeme d'efflux MexA-B/OpM chez P.aeruginosaavec la
sensibilité diminuée a la ticarcilline (TIC) assode ou non a l'acide clavulanique
(TCC) comparée a celle de la pipéracilline (PIP)
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* Inactivation ou détoxification enzymatique

Le mécanisme de résistance naturelle ou
acquise par inactivation ou détoxification
enzymatique est important et trés varié ainsi
qu'en témoignent tout particulierement, les 3- |
lactamases, au moins 350 enzymes maintenary
identifiées. La résistance par ce type de
mécanisme a d'autres familles d'antibiotiques
est bien connue comme pour les
aminoglycosides avec les enzymes de AAC, A
et APH (cf tableau ci-dessous).

R-lactamase

Voulez-vous voir une animation:
http://www.fda.gov/cvm/antiresistvideo.htm

Exemple de phénotype" céphalosporinase inductiblethez une souche
d'entérobactérie



Le caractére "inductible" est répérable par un antagonisme ou perte d'activité liée a
I'nyperproduction de la R-lactamase entre CF (céfaltine) et FOX (céfoxitine) mais
surtout entre IPM (imipéneme) et CTX (céfotaxime) a ATM (aztréonam).

* Modification d'affinité de la cible

Ce mécanisme est en relation avec une
modification d'affinité d'une ou plusieurs cibles
de type PLP ou PBP (Penicillin Binding Proteinf .
comme chezStreptococcus pneumoniae
définissant une résistance de niveau variable : |
BNR (bas niveau de résistance) é{NR (haut
niveau de résistance). La résistance des A
entérocoques aux pénicillines telle I'ampicilline
peut étre en relation avec une hyperproduction
de PLP d'affinité médiocre telle PLP5. La Dplasmigue.
résistance a d'autres familles d'antibiotiques es i "-"Erij'r'., e
indiquée dans un tableau de synthése rapporté WPl
ci-dessous.

PLP modifiée

Exemple de diminution de CMI de la pénicilline G (F5) et du céfotaxime (TX)
mesurées par le E-test chez une souche 8epneumoniadBNR



* Substitution de cible

Ce mécanisme est de moindre importance dar’ |:r - tr*'
le monde bactérien. Cependant, I'exemple L'y
majeur est la résistance intrinseque ou
méticillino-résistance deStaphylococcus aureus t i,
qui est liée d'une part, a la présence d'une .I,;;f.;'-',.' 1 i
nouvelle PLP de faible affinité, dénommée = =
PLP2a et d'autre part a son hyperproduction.

La conséquence clinique est importante, car il ARN, 1l it

ex

aura résistance croisée entre 3-lactamines.

Le tableau ci-dessous résume divers exemples deiséance naturelle ou acquise a
diverses familles d'antibiotiques :

Mécanismes |Famille d'antibiotique Protéines impliquées

Imperméabilité B-lactamines, macrolides,
tétracy-clines, quinolones,
fosfomycine,

chloramphénicol.........

Omp, Opr telle OprD2

Efflux

3-Lactamines
Macrolides

Lincosamides
Tétracyclines

Mex, Mar, AcrAB-TolC
MFS (MefA), MsrA, ABC
LsA

TET(A)-(L)




Fluoroquinolones

Inactivation 3-Lactamases (> 350)
3-Lactamines Phosphotransférases (APH)
Aminoglycosides Nucléotidyltransférases (ANT)
Aminoglycosides Acétyltransférases (AAC)
Aminoglycosides PhosphotransférasesnphA-C)
Macrolides Nucléotidyltransférases (linA, INuA,
Lincosamides linB....)

Streptogramines Acétyltransférases (vatA-E), lyases
Chloramphénicol (vgbA)
Acétyltransférases (CAT)
Affinité Aminoglycosides Protéines L22...........
Macrolides Méthylases (Erm)
Quinolones- Topoisomérases: ADNgyraseA/B,

ParC/E

Triméthoprime

Tétracyclines TET(M)-(T)
Substitution |B-Lactamines PLP2a
Glycopeptides Van
Sulfamides DHFR (dihydrofolate réductase)

DHPS (dihydroptéroate synthétase)

E - MECANISMES GENETIQUES:

Le déterminisme génétique de la résistance naturellet acquise est de mieux en mieux
connu mais il présente de nombreux aspects commej@évoqué par les définitions de
la résistance : chromosomique, extra-chromosomiquau plasmidique mais aussi
transposable.

- Si lamutationpeut affecter n'importe quel ADN (chromosomique owplasmidique),
elle peut étre individualisée soit au niveau du génde régulation ou un équivalent
(promoteur) soit au niveau du geéne de structure paexemple codant pour une 3-
lactamase (voir ci-dessous les enzymes de type BLSETRI/IRT).La modification de
I'ADN peut étre soit un simple changement de basen{tation ponctuelle) soit de
plusieurs (déletion, insertion comme d'une courtegguence ou IS).

- L'acquisition d’ADNdonc d'éventuels genes de résistance s'effectieplus souvent
par conjugaisorou sexualité bactérienne. Ces genes sont portés sliverses structures
de typeplasmideintégronet gene cassetté es analyses de séquences actuelles
conduisent a la découverte de nouveaux aspects geémées sur la résistance avec les
CR et leurs probables recombinases.



Le tableau ci-dessous illustre par quelques exemgle

flactamases (bla): Aspects genetigues de la résistance
Modifications du géne de steucture

- Substitution Ela a spectre Elargifftendu (BLEE
- Bubstitution EBla msistantes aux intubiteurs (TELIET)
- DEletion Céphalospontase & spectre £larsl
- Duplication Céphalosponinase & spectre élarzi

MModifications de génes de régulation
- Bubstitution dans le promoteur Hyperproduction bla O
iKlehriclla oxnmoca)
- Substitution dans le géne ampl! Hyperproducton bla LanpC
(Erterobacter sp., Chirobacter sp,
Faemghiong...)

- Il est classique de dire que la résistance chrommomique est d'incidence faible, de
I'ordre de 10 & 20% alors que la résistance plasmigue est beaucoup plus importante
de 'ordre de incidence de 80%

F - CONCLUSIONS

A partir des années 1945, les antibiotiques ont rélutionné nos pratiques médicales,
mais ils sont aujourd’'hui en danger suite a une ulisation excessive et trop fréquente,
méme en dehors du domaine purement medical. Les liédes échangent divers genes
dont ceux de la résistance et échappent a l'actiates antibiotigues. Comme la
découverte de nouveaux antibiotiques est devenueetr hypothétique, il convient de
mettre en oeuvre au plan planétaire, diverses stragies comme la surveillance de la
résistance au plan européen.



CLASSIFICATION DES ANTIBIOTIQUES

A - ANTIBIOTIQUES INHIBITEURS DE LA SYNTHESE DU
PEPTIDOGLYCANE

3-lactamines | : Pénames, carbapénemes et oxapénanieu clavames)

R-lactamines Il : Céphémes et oxacéphémes

Autres antibiotiques : Fosfomycine, Glycopeptides, Bacitracine

B - ANTIBIOTIQUES ACTIES SUR LES ENVELOPPES MEMBRAN AIRES

Polymyxines
Gramicidines et tyrocidine

C - ANTIBIOTIQUES INHIBITEURS DES SYNTHESES PROTEIQ UES

Aminosides ou aminoglycosideéaminosides-aminocyclitols)

Macrolides, Kétolides, Lincosamides, Streptogramine(MLS)

Tétracyclines

Chloramphénicol

Acide fusidique

Oxazolidinones

D - ANTIBIOTIQUES INHIBITEURS DES ACIDES NUCLEIQUES

Rifamycines
Quinolones

Novobiocine

5-Nitroimidazoles

Nitrofuranes

E - ANTIBIOTIQUES INHIBITEURS DE LA SYNTHESE DES FO LATES

Sulfamides

2-4-Diaminopyrimidines

8-Hydroxyquinoléines




Classification des bactéries :

coques gram positif

morphologie | genre espece nom courant habitat pouvoir pathogene
en amas Staphylococcus aureus staphylo doré peau suppuration
epidermidis | staphylo blanc muqueuses
en chainettes | streptococcus a,cg strepto hémolytique | pharynx streptococcies
synd.post strepto
b voies génitales infections néonatales
d enterocoque intestin inf. urinaire, dig
endocardites ...
diplocoques | streptococcus pneumoniae pneumocoque voies respiratoire§ pneumonies
meningites
otites




coques gram négatif

morphologie | genre espéce | nom courant | habitat pouvoir
pathogene
diplocoques| neisseriagonorrheae| gonocoque | voies blennorrhagie,
génitales MST
meningitidis| meningocoque
pharynx méningites
cérébrospinales
bacilles gram positif
morphologie Genre espece nom habitat pouvoir
courant pathogene
"petits" listeria monocytogenes ubiquitaire Méningites
infections
néonatales
erysipelothryx insidiosa animaux ( porc)
|ésions cutanées
corynebacterium diphteriae oropharynx de
I'homme diphtérie
pseudodiphteriae
peau et muqueuses non pathogenes
"grands"” Bacillus anthracis bacille || spores dans les sols, charbon
du dans les végétaux.
charbon | dans les fourrures
autres non pathogénes
morphologie nom habitat pouvoir pathog
courant
bactéries de forme Treponéme homme syphilis

spiralée

rongeurs et
animaux
domestiques

poux, tiques

poux, tiques

homme

leptospirose

fiévres récurre
maladie de LY

sodoku




genre espece
treponema pallidum
leptospira icterohemorragiae
borrelia recurrentis
burgdorferi
spirillum minus
’ Mycoplasmes
’ morphologie Genre Espéce | nom courant | habitat ’ pouvoir pathogene

pas de paroi| Mycoplasmapneumoniae:

pneumocystoses "atypiques”

autres infections génitales
‘ Mycobactéries
’ morphologie genre espece nom courant habitat pouvoir pathogene
B.AAR. mycobacterium| tuberculosis | bacille de KOCH (BK) homme tuberculose

bovis
B.C.G

leprae

bacille de HENSEN

homme et animaux

vaccin

homme

tuberculose

lépre




anaérobies stricts

morphologie genre | espece | nom courant habitat pouvoir pathogene
coques gram négat veillonella
coques gram positif| peptostreptococcus
bacilles gram positif clostridium tetani spores dans le sal tetanos
perfringens intestin et sol gangréne gazeust
botulinum terre et aliments botulisme
bacilles gram negat bacteroides suppurations
prevotella suppurations
actinomyces suppurations




STREPTOCOQUES-ENTEROCOQUES

A - GENERALITES

1 - Définition

Les streptocoques sont définis comme descci a Gram positiflisposés, le plus
souventen chainettes

. qui ont un métabolisme anaérobie,
cependant la plupart des souches tolérent
I'oxygene et peuvent étre cultivéem vitro
en atmospheére aérobie.

. qui sont exigeants en nombreux facteurs
de croissance: le sang ajouté aux géloses
permet leur multiplication in vitro. Cette
multiplication (ou croissance) peut étre
favorisée par l'apport de CO2 ou par une
atmospheére anaérobie.

Ces caractéeres morphologiques et métaboliques lestihguent des
staphylocoques. Les entérocoques sont proches dgsgocoques (mMéme
morphologie et métabolisme anaérobie), mais ils peant se multiplier sur des
milieux de culture ordinaires (non additionnés de ang).

En microbiologie médicale on classe les streptocogsid'apres leurs caracteres
pathogenes et leurs caracteres biologiques, y conipteur sensibilité aux
antibiotiques:

2 - Pouvoir pathogene

Les streptocoques pathogersmt responsables d'infections aigles, ce sont
S. pyogenesu streptocoques 3-hémolytiques du groupe A,

S. agalactiaeu streptocoques 3-hémolytiques du groupe B

S. pneumoniaeu pneumocoques.

Lorsque ces bactéries pathogénes sont présentesisé@oirement et en faible
guantité sur les mugueuses ou les téguments, on p@ade "portage” et de porteurs



sains.

Parmi les streptocoquesles especes commensadggpartiennent a la flore normale
des muqueuses de 'homme. Ce sont Isseptocoques oraygommensaux de |'oro-
pharynx) et lesstreptocoques du groupe(Bommensaux de l'intestin).

Dans certaines circonstances ces bactéries commdasaleviennentpathogenes
opportuniste®t peuvent étre responsables d'infections, notammede septicémies
ou d'endocardites

3 - Classification et caracteres d'identification@boratoire

Les difféerentes espéeces de streptocoques peuvemeétlassees et identifiées d'apre
les 5 types de caractéres suivants.

La morphologieet le groupement des cocci, la présence d'une cafeset 'aspect
des colonies.

Le type d'hémolyseroduite sur gélose au sang: 3-hémolyse, a-hémadysu
absence d'hémolyse.

La présence ou non d'un antigdigea un polysaccharide de paroi et spécifique de
groupe.

Parmi les groupes antigéniques désignés par Rebedcancefield par des lettres
(de AaH, etde KayV), les groupes A, B, C ou Gactérisent les especes de
streptocoques 3-hémolytiques les plus pathogénesed streptocoques a-
hémolytiques ou non hémolytiques appartiennent a dutres groupes ou sont non-
groupables, et sont habituellement commensaux.

Un ensemble decaracteres biochimiques



Quelques tests suffisent a compléter l'identificatin des especes 3-hémolytiques
des groupes A, B, C ou G, et celle des pneumocoques

Une galerie compléte de tests est nécessaire paﬂmritifier les autres espéces.
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La sensibilité aux antibiotiqueta pénicilline G est active sur les streptocoques

mais a des degrés divers selon les espéces. Cedaisouches de pneumocoques ont
acquis une résistance relative aux pénicillines.

B - LES STREPTOCOQUES R-HEMOLYTIQUES OU STREPTOCGE3J
PYOGENES.

lIs sont reconnus par Ihémolyse de type (fompléete
et & bords nets, détruisant totalement les globules
rouges incorporés dans la gélose) qui entoure des
colonies de petite taille. lls comprennent plusiewr
especes responsables de différentes infections aigu

1 - Streptococcus pyogenes streptocoques 3-hémolytiques du groupe A
Historique

- Fievres puerpéralannues avant méme que leur étiologie bactérienseit
confirmée par Pasteur (1822-1895) et par Koch (1841310).

- Rebecca Lancefield caractérise I'antigene du grge A et le facteur majeur de
pathogénicité, la protéine M (1928)

- Scarlatine maligneassociée a un syndrome toxique, Trousseau, Clinigs de
I'H6tel Dieu, 1873.

- Syndrome de Meleney =<ellulite gangréneuseu fasciite nécrosantg 924).

- Recrudescence des infections graves en Europeaak USA (début des années
1980) :

Septicémies avec syndrome de choc toxique streptaca@ue - redéfini en 1987 -
déces dans 30 % des cas

Cellulites gangréneuses ou fasciites nécrosante®ermo-hypodermites
nécrosantes



- Angleterre et Pays de Galles : 25 cas de fascsteécrosantes (18 déces)
(Janv-Juin 1994).

- Norvége : nombre de cas (janv-Juin, 1994) x 2 paapport a 1993
En France : augmentation des infections séveres

Septicémies &6. pyogenesstimées a 1000 cas / an en 2000.

Conférence de consensus en janvier 2000 sur les aerhypodermites
nécrosantes

Habitat et pouvoir pathogene

Ce sont dedactéries strictement humaineties se propagent par voie aérienne ou
par contact direct dans I'entourage des enfants odes adultes atteints de
pharyngites ou de lésions cutanées. Elles peuvembpoquer desépidémies

On distingue les infections streptococciques supp@es qui peuvent étre invasives
ou non invasives et lesomplications post-streptococciqueps surviennent a
distance de l'infection aigué, tel que lehumatisme articulaire aiget la
glomérulonéphrite aigué

Fréquence des infections dueS.gpyogenesEnquéte nationale -1995
Types d’infection Fréquence (%)
Infections non invasives (79%) :

Lézions cutanédes 44
Angines 25
Chites 2:2
Wulvo-vaginites 3
Conjonctivites =05

Infections invasives (21 %) :
Ervsipéles

Denno-hvpodenmites nécrosantes
rex : cellulites et fasoutes)
Septicémis d’ordgine cutanée
Plenro-preumopathies

Arthrites

Bactérfmies isolées

Pentonites

Cetéomyélites

Autres localisations

e B R LR

Les infections non invasived.a plupart sont traitées en ville et représentenplus
de 80 % des maladies dues@. pyogenest concernent les muqueuses ou les
téguments. Legpharyngiteou anginessont les manifestations les plus fréquentes
des infections streptococciques aiguéS. pyogenesst la principale bactérie
responsable desingines érythémateus@suges) ouérythémato-pultacégouges
avec des points blancs) qui touchent surtout les famts a partir de 4 ans et les
jeunes adultes. Lascarlatineest une angine streptococcique accompagnée d'une
eruption cutanée due a la sécrétion de toxine.



Parmi les infections cutanées,impétigopeut éire provoqué soit parS. pyogenes
soit par Staphylococcus aureydes deux especes peuvent aussi étre associées.

Les infections séveres et invasives

L'érysipele il survient
surtout chez les sujets agés
les personnes souffrant
d'insuffisance lymphatique.
La lésion cutanée apparait
rouge, chaude et
douloureuse. La lésion est
limitée par un bourrelet
résultantde la réaction
inflammatoire qui tend a
juguler le phénomeéne
infectieux. La positivité des
hémocultures témoigne du
passage dans le sang des
streptocoques et donc de leu
caractere invasif.

Le traitement comporte la pénicilline G. La sévérié de cette infection est liée au
caractere septicémique et a la fréquence des réords.

La cellulite extensive ou
fasciite nécrosantest une
|ésion plus profonde
appelée désormais en
France : dermo-
hypodermite nécrosante.
La nécrose tissulaire peut
atteindre I'aponévrose ou
méme la dépasser. La
lésion cutanée apparait
rouge, chaude, trés
douloureuse et mal limitée.
Son extension peut
nécessiter I'excision
chirurgicale des tissus
Nécrosés ou méme une
amputation d'un membre.

Cette infection survient sur des personnes de toépge, sans facteur prédisposant.
Elle peut s'accompagner d'un syndrome de choc toxaqueent mortel.

Répartition selon I'age



B Nombre total
d*infections

Septicemies (Nh)
-+ Erysipéles %

Cellulites!
0-20 20-40 40-60 60-80 >80 ans Fasciites %

Dans certains cas les premiéres manifestations smitent a des douleurs intenses
sans lésion cutanée évidente, le diagnostic rep@ders sur l'isolement du
streptocoque R-hémolytique du groupe A par hémoculte et a partir des tissus
profonds.

Habituellement, la cellulite périorbitaire n'est pas nécrosante

D'autres septicémiepeuvent étre a point de départ pulmonaire ou géraie; un
portage vaginal de streptocoque est sans conséquensauf au moment d'un
accouchement ou il peut étre a I'origine d'uneepticémie puerpéral®ans certains
cas on parle de bactériémie isolée du fait d'un sgnome infectieux avec
hémoculture positive, sans que I'on reconnaisse porte d'entrée du streptocoque,
ni localisation secondaire.

Le syndrome de choc toxique streptococcigsieassocié a des souches isolées du
sang ou des prélevements tissulaires qui sécréetatds toxines érythrogénes de type
A ou C, agissant comme super-antigéne. Il est mottdans plus de 90% des cas,
malgre la prise en charge en réanimation et I'antilothérapie.



Les complications post-streptococciques
Rhumatisme articulaire aigu
Glomérulonéphrite aigué

Facteurs de pathogénicité 8epyogenes

- La capsuleest un facteur majeur de pathogénicité et de virance : elle empéche
la phagocytose, certaines souches sécretent une quig plus importante de
capsule et sont particulierement virulentes (la colnie prend un aspect muqueux et
lisse).

- Les protéines de surface sont nombreuses et innnent dans la fixation du
streptocoque sur les muqueuses pharyngées ou sumpleau. Laprotéine Ma un

réle dans I'adhérence des streptocoques et joue ausin réle majeur dans
I'inhibition de la phagocytose. L'extrémité de la potéine M comprend un site
antigénique; il existe de I'ordre de 100 types difrents de protéine M.
L'immunisation contre un streptocoque, par exemplea I'occasion d'une angine
due a une souche de streptocoque de type M1, ne f@ge pas contre la réinfection
par une souche de streptocoque d'un autre séroty#2, M3, ou M4). Les souches
de type M1 sont les plus fréquentes et le plus sant, isolées de syndrome de choc
toxique.

b CApSsula
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DANS LA MEMERANE

Répartition selon les types M des souches d'hémoesl(108) et celles non invasives
(182)

Souches d'hémoculture B Souches non invasives

1 2 34 6 9 111218222848535860737578 8]

Le pouvoir néphritogene ou rhumatogéne est asso@écertains types de protéines
M.

- Lestoxines érythrogéene&, B et C (ou exotoxines pyrogenes streptococcicgie
SpeA, SpeB ou SpeC) sont secrétées par certainesdes. Elles sontesponsables
de I'éruption de la scarlatine

Les toxines A et C ont en plus des propriétés de@er antigenes, comme une autre
protéine appeléeSsa (ou superantigéne de streptocoque du grougdsléd stimulent
les lymphocytes polyclonaux qui liberent des cytokies ou d'autres médiateurs de
I'inflammation et provoquent syndrome de choc toxique ou scarlatiakégme



"Iymphucyle T

“Cellule présentani.
I’antigéne

Pour activer les lymphocytes T, l'antigéne classqaiest dégradé, puis présenté par
le complexe majeur d'histoeompatibilité (CMH) de classe Il, avant d'étre recanu
par un site spécifique du lymphocyte. Le superantigne se fixe directement en
pont sur CMH et sur la région VI3 du récepteur du lymphocyte T. Ainsi il active
une population tres importante de lymphocytes.

- Les streptolysines O ets®nt des
hémolysines dont I'effet est observin
vitro sur gélose au sang (hémolyse R).
Ce sont aussi des facteurs de
pathogénicité.In vivo, la streptolysine
O suscite la formation d'anticorps
antistreptolysine O (ASLO).

L'élévation du taux d'antistreptolysine O dans ledrois semaines qui suivent une
infection a S. pyogenepermet un diagnostic rétrospectif.

- D'autres produits élaborés interviennent dans Igpathogénicité (streptokinase,
streptodornases, hyaluronidase ...). Leanti-streptodornases $nt augmentés dan
les infections pharyngées et cutanées.

Identification deS. pyogenes
Morphologie
Caracteres de culture in vitro ettype d'hémolyse

Antigene de paroi (antigene dwgroupe A de Lancefie)d

En pratique médicajél est maintenant possible de reconnaitre une aimge
streptococcique (docteur test) par un test immunolgique rapide effectué
directement sur le prélevement de gorge (écouvilldn

Sensibilité aux antibiotiques :toujours trés sensible a la pénicilline G



12-25 % de résistance acquise aux
tétracyclines

10-15 % de résistance acquise aux
macrolides due a des souches
épidémiques. Le mécanisme de type
MLS g constitutif ou inductible est plus
fréquent que le mécanisme par efflux.

2 - Streptococcus agalactiaestreptocoques 3-hémolytique du groupe B

Autre espéce pyogene (responsable d'infections suppes), elle provoque des
meéningites chez le nouveau;mé des infections cutanées, urinaires ou génitale
chez l'adulte, parfois accompagnées de septicémie.

L'infection néonatale est une urgence thérapeutiquet le pronostic sévére des
méningites néonatalegustifie la recherche de portage vaginal de stimjaes du
groupe B en fin de grossess¢ un traitement préventif en cas de colonisatian

C - STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE OU PNEUMOCOQUE
1 - Habitat et pouvoir pathogene

C'est le type méme de I'espece pathogene virulentgen qu'elle existe a I'état de
portage sur les muqueuses rhinopharyngées d'une pég de la population
humaine.

Les pneumocoques sont isolés a partir de différenélévements : expectoration,
liquide pleural, sang, liquide céphalo-rachidien (ICR), ou autres suppurations,
selon qu'ils provoquent une pneumonie, une pleurésipurulente, une septicémie,
une méningite purulente, ou une autre suppurationtelle qu'otite ou sinusite.

2 - Facteurs de pathogénicité

- Capsulells possedent une capsule de taille importante.ds antigénes capsulaires
appartiennent a différents sérotypes, qui sont a laase de I'épidémiologie et de la
préparation de vaccins anti-pneumococciques. seérgigs vaccin image

- Pneumolysine

3 - Classification et identification

Bien que classés dans I'ensemble des streptocoqaesux, les pneumocoques s'en

distinguent par leur pouvoir pathogeéene, leur aspecinorphologique et par d'autres
caracteres biologiques.



Les pneumocoques ont les caractéres généraux deggtocoques
lIs sont groupés endiplocoquesu courtes chainettes.

lls possedent uneapsulede taille importante révélée par agglutination :

lls se multiplient sur gélose au sang sous forme @etites colonies "ombiliquées"
I'aspect concave de leur surface résulte de la dasttion des pneumocoques par
une autolysine. Les cellules les plus vieilles dedolonie, situées a son sommet,
sont détruites, ce qui donne a la colonie un aspeen cratére. Certaines souches de
pneumocoques sécretent une plus grande quantité dapsule, ce qui augmente la
taille des colonies et leur donne un aspect muqueux

Les pneumocoques sont classés parmi les streptocegoraux (anciennement
appelés streptocoques "viridans"). En effet , in \tro sur gélose au sang incubées
en atmosphere aérobie ou enrichie en CO2, on obserautour des colonies une
hémolyse de type @gnémolyse incomplete a bords flous donnant a la lgp&e une
couleur verdatre). Cependant une hémolyse compléetke type 3 est observée
autour des colonies de pneumocoques dans certair@gsonstances, notamment
lorsque les cultures ont été faites en atmosphereaérobie. Cette hémolyse est liée
a la pneumolysine, ou hémolysine intra-cellulaire gj est détruite en présence
d'oxygene.

Les pneumocoques étaient initialement trés sensilsl@ la pénicilline G. Les
concentrations minimales inhibitrices de la pénicline G sur les souches
"sauvages" sont de l'ordre de 0,01 pg/mL, Actuellemnt prés de50% des souches
dites non invasive@solées d'otite ou de sinusite), et pres @% des souches
invasives(isolées de sites habituellement stériles : saméevre, LCR) ont une



sensibilité diminuée a la pénicilline. G

. lIs sont dits "de sensibilité intermédiaire" pour des CMI > 0,1 et <
1pg/mL

. lIs sont dits "résistants a la pénicilline G" pou des CMI > 1 pg/mL.

Le mécanisme de résistance est lié a des
modifications des protéines de liaison aux
pénicillines (PLP(cf transformation bactérienne).
Selon les modifications d'une ou plusieurs PLP, &&
diminution de sensibilité concerne non seulemeng
la pénicilline G, mais aussi d'autres [3-lactamine g8
telles des pénicillines a large spectre (comme g
I'amoxicilline) ou des céphalosporines (comme |
céfotaxime). Le niveau des CMI est d'autant plus
élevé que le nombre de PLP modifiée(s) est
important. 1l est donc obligatoire de tester la
sensibilité de chaque souche par la méthode du
test, lors d'infections séveres (septicémies, plea
pneumopathies, méningites), pour ajuster le
traitement antibiotique.

Selon le niveau de résistance, les posologies daipéline G prescrites
habituellement (10 a 20 Millions d'Ul) permettent a non de guérir une
pneumonie et de juguler une septicémie (en inhibah& multiplication des
pneumocoques, qui ensuite seront détruits), mais guantité de pénicilline qui
traverse la barriére pleurale ou méningée est instisante pour traiter
efficacement une pleurésie ou une méningite.

D - LES AUTRES STREPTOCOQUES ORAUX

Selon les especes, ils sont commensaux de I'oropimx, des muqueuses geénitales
ou intestinales. C'est a partir de ces portes d'erée qu'ils vont devenirpathogénes
opportunistegt provoquer des pneumopathies avec syndrome detosse
respiratoire chez certains malades neutropéniquesu des endocardites subaigués
chez des personnes atteintes de valvulopathies ceglues.

Ces infections sévéres nécessitent un diagnostioletgique : isolement de la
souche responsable, identification précise de I'espe d'aprés un ensemble des
caractéres morphologiques, culturaux, biochimiques. , et étude de sa sensibilité
aux antibiotiques.

Certaines especesS. mutanset S. sobrinussont responsables de caries dentaires.
Ce sont des infections chroniques, dont le diagnasest clinique (et radiologique).
Leur traitement est local, il ne comprend pas d'anbiotique, il ne nécessite donc
pas de prélevement pour caractériser la bactérie erause ou étudier sa sensibilité



aux antibiotiques (en dehors d'étude épidémiologicg).

E - LES STREPTOCOQUES DU GROUPE D

lIs sont commensaux de l'intestion de I'homme eteadcertains animaux. lls sont
parfois isolés de produits laitiers ou d'autres prduits agro-alimentaires. lls
comprennent plusieurs especes dont la classificati@st en cours de remaniement.

Parmi les espéeces appelées il y a quelques anngebovison distingue
actuellement : I'espéeceés. gallolyticussouvent isolée a lI'occasion d'endocardite
associée a un cancer coliqus§, infantarius(1ere souches isolées de selles d'enfal
mais plus souvent isolées chez des adultes atteidisndocardite) etS. bovis/S.
equinusplus souvent d'origine animale.

F - LES ENTEROCOQUES

lls appartiennent a ungenre différent des streptocoqubien qu'ils s'en rapprochent
par certains caractergsotamment I'aspect morphologique et le métabolisende

type "anaérobie”. La présence chez les entérocoqueiin acide téchoique de

paroi porteur de I'antigene D les rapprocheplus particulierement des streptocoques
du groupe Dde méme que leur présence dans l'intestin de I'home et de certains
animaux. Les entérocoques sont de plummmensaux des muqueuses génito-
urinaires(urethre).



lIs peuvent étrepathogénes opportunistessont alors responsables d'infections
urinaires, d'infections abdominales d'origine intesinale, de septicémies ou
d'endocardites a porte d'entrée urinaire, génitaleou intestinale.

D'autres particularités concernent les points suivats

. Leur croissance en milieux de culture ordinairegnon enrichis), et méme en
milieux hostiles, explique leurpersistance dans I'environnement

. lIs sontmoins sensibles aux antibiotiquese les streptocoques :

Les CMI de la Pénicilline G (1 ug/mL) pour les soutes deEnterococcus faecalis
peuvent étre beaucoup plus élevées pour celleskEefaecium

lIs sont tolérants, c'est-a-dire non tués par lesgmicillines, méme a fortes
concentrations (CMB/CMI > 32).

Les entérocoques sont naturellement résistants awéphalosporines et a plusieurs
autres familles d'antibiotiques, ce qui favorise ler sélection dans le tube digestif
des malades traités pendant plusieurs jours ou dagon répétitive par les
antibiotiques inactifs sur les entérocoques.

L' émergence de souches ayant acquis des résistadtsgres antibiotiques est
favorisée par leur usage en thérapeutigue médicatau dans l'industrie agro-
alimentaire (exemple: vancomycine et autres glycopédes).

. Leur habitat et leur résistance aux antibiotiquesexpliquent que les entérocoques
soientresponsables de plus de 10% des infections nosat@mtes infections
surviennent chez les malades ayant des facteurs dgque de colonisation et
justifient surveillance et prévention.



BACTERIES ANAEROBIES STRICTES

A - GENERALITES

Il s'agit d'un ensemble tres complexe de bactéagant certaines caracteristiques
écologiques, biochimiques et pathologiques.

- germes commensaux trés fréquents, en particulieru sein de diverses flores dont
celle oropharyngée ou encore digestive comprenanéchombreuses especes de
bacilles appartenant aux groupes de€lostridium et Bacteroides

Exemple: Présence de bacilles anaérobies strictsrpaicroscopie a balayage au
niveau de la paroi du rumen de bovin

- germes rencontrés encore au sein de flores tellques (contamination fécale), et
certains sont sporulés Clostridium). Leur introduction chez I'homme s'effectue
par effraction cutanée: taille de rosier, plaie soiliée avec de la terre...

- peuvent produire de nombreux facteurs de virulene, certains étant toxinogenes.

- une autre caractéristique est leur pouvoir trés gzogene (crépitation au niveau
des tissus lors de multiplication):



Des études scientifiques tres sérieuses ont évaleéejet de gaz d'origine animale,
participant ainsi a I'effet de serre.

- aussi cette production va s'accompagner d'une odenauséabonde (HS +....)
lors de la putréfaction

- ne peuvent utiliser et vivre au contact de l'ailen raison de leur déficience en
certains transporteurs d'électrons (certains d'isa@ment difficile sont dits EOS, car
extremely oxygen-sensitive. Leur culture ne pourra'obtenir que dans certaines
conditions d'incubation.

B - PRINCIPALE CARACTERISTIQUE DE CULTURE

Les bactéries anaérobies strictes ne peuvent setotdr qu'en l'absence de l'air
ambiant ou de I'oxygéne ce qui va nécessiter deshniques bactériologiques
inhabituelles, en I'absence d'oxygenessi bien lors du prélevement, que de son
transport puis ensuite de sa culture et/ou de sosalement. Ces contraintes
techniques peuvent expliquer leur faible fréquencd'isolement dans de nombreux
laboratoires

Prélevements - transport :

hémocultureLors d'hémoculture, un flacon avec et ursans oxygénest
systématiquement ensemenceé

autres:Certains prélévements seront rapidement effectuésir un écouvillon avec



ensuite ensemencement au sein d'un milieu gélosémettant le transport
(TGV®) ou encore il convient d'éviter tout apport dair dans la seringue. Puis leur
acheminement sera le plus rapide possible au labdmaare.

il

Culture - Isolement :
Les contraintes déja évoquées s'appliqueront encoen évitant le contact avec
l'oxygene:

soit en travaillant enchambre spécial@Eehambre dite de Freiter) avec mélange
gazeux divers (C02, N2...)

———

soit plus habituellement en mini-chambre jarre ou poche plastiqueet utilisation
d'un catalyseur chimique gachetlen ensemencant des milieux solides tel gélose au
sang frais.......



Leur culture est, en général, difficile et lente (Jusieurs jours), le plus souvent
obtenue sur des milieux gélosés au sang avec quedtpis des aspects
caractéristiques tels pigmentation noire RPrevotella melanogenideou colonies
inscrustées Bacteroides ureolyticus




L'examen direct apres coloration de Gram peut orieter pour certaines étiologies
(coque ou bacille &ram +ou aGram ).
Quelques exemples:

Actingiiyces




L'identificationest le plus souvent biochimique: Exemple d'une gaie
d'identification (Rapid ID 32A).

L'antibiogrammeamontrera une sensibilité spécifiquaux imidazolés (métronidazole
ou MTR) et unerésistance naturelkeux aminoglycosides.

C - HABITAT

Les bactéries anaérobies strictes malgrée leur indtdité a I'oxygéne sont des
germes commensaux fréquemment rencontrés aussi biehez I'homme que



['animal:

anaérobies de la flore exogeheacilles Clostridium) sporulés telluriques
toxinogénes qui peuvent pénétreavec la terre par effractidplaie, escarre) owplus
rarement par ingestion

anaérobies de la flore endogéRéore de Veillon: germes commensaux des cavités
naturelles (bouche, tube digestif.....)(cf flores)ls sont des germes commensaux
dominants au sein de la flore digestive, en partidier colique, de I'ordre de 10
germes/gramme de selles. Leur role est important da le cadre de I'effet de
barriére, par exemple. Aussi lors de fragilisatiordes défenses immunitaires, il
peut y avoir translocationsuivie d' infections putrides, voire de septicéres.

D - CLASSIFICATION

De trés nombreuses genres et espéces ont été idars dont certaines sont
souvent isolées comme pathogénes chez 'homme @amiimal. Une classification
simplifiée en fonction de la coloration de Gram etle la morphologie est rapportée
ci-dessous:

Veilionella €

Peptostreptococcus @

Bacteroides fragilis <
Clostridium - Eubacterium < |Sacieroides urealticus

Actinomyces revoteila
Propionibacterium Porphyromaonas
Bifidobacterium Fusobacterium
Lactobacilius - Atopaobium Bilonhiia

Leur distribution chez 'homme est variable selond localisation:



R
= Porphyromonas

*» Fusobacterium

E - POUVOIR PATHOGENE

Variable avec divers tableaux cliniques pouvant éaquelquefois tres évocateurs ¢
on aura la notion d'absence de maladie contagieuse épidémique, a I'exception
du botulisme (méme source contaminante = aliment)

Quelques exemples:

Infections de la sphére ORL

A B c D
B, groupe fragilis + £
Prevoteila i B e
Parphyromonas
Fusohacteriim ++* 4+ P e
o lostridium +
Elbacterium + i '
Actinomyces ++ EE

Peplostrepfococcus S +++ e
A, angine de Ludwig; B, sinusites chroniques;

IC. ofites chranigques ; D, Infections odontalogigques
“ angine de Vincent association de £ nucleatum et
H'Un spirachéte

Infections pulmonaires

A B C
B._groupe fraqyiis +
Prevaoiella ++ =t ++
Paorphyromonas +
Fusobacferium F TRk
Clostridium +
Eubacterium + +
Actinomyces ++ +++
Peptostreptococcus+++ i i
A pneumopainies sUppuUratves,
B, abcés du poumon; €, actinomycoses




Infections p iques

C
B groupe fragiis  +
Prevotella i +++ 4
FPorphyromonas  +++ +
Fusobacterium
Clostridicm
Eubacterium
Actinomyces - :
Peptosireptococcus i i
A, endométrites; B, salpingites;
C, vaginoses (+ Mobiluncus)

1 - INFECTIONS A BACTERIES SPORULEEEI(OSTRIDIUN

1 - 1Clostridium botulinunet Botulisme

Habitat: bactérie tellurique, rare (intestin des
animaux) dont les spores contaminent les léegumes et
les fruits......Mauvaise stérilisatiode conserves
familiales ou autres préparations: jambon, saucisso
(abattage dans de mauvaises conditions sans diete e
stress). Grande thermorésistance de la spore: 3-5h
100°C. Donc chauffer 10 min a 120°C (régle appliqeé
dans les conserves industrielles). En France, 56asc
entre 1971 et 1978.

Pouvoir pathogéne natureRare mais maladie a
déclaration obligatoire. Il s'agit d'une Intoxinationou
intoxication, car la toxine est préformée dans I'ament
apres germination des spores. L'incubation est cote
(18 a 96 h) selon la quantité de toxine ingérée. e
signes neurologiques sont dominants avec des
paralysies bilatérales et symétriques entrainant:

trouble de I'accomodation et muscles intrinsequesed'oeil : mydriase

treuble e [aeesmedatisn &t museles intiRségues de
'eeil : Midrase

atteinte des muscles bucco-pharyngés (dysphagie)eawaralysie de la déglutition,
difficultés d'élocution



Il peut étre retrouvé des signes digesliisit nausées, vomissements et constipation

Diagnostic: essentiellement cliniquavec un signe d'atteinte du SNC. Rechercher
d'autres cas dans l'entourage immédiat ou non (>70%

Diagnostic biologique compte tenu de I'existence d'un aliment contamid et de la
possibilité d'observer pluiseurs cas, il conviente rechercher la toxine dans le
sang des malades, dansaliment incriming voire les selles (épreuve de séro-
neutralisation chez la souris). Recherche de toxirguelquefois négative mais la
clinique est tres évocatrice. Toxine libérée au coside I'autolyse du germe, 6
variétés antigéniques (A, B, C, D, E, F) mais surt A, B, E chez 'homme.
Toxines puissantgd mg contient 20.106 doses miminales mortellesDM pour la
souris) qui inhibent la synthese d'acétylcholine aniveau des synapses ou des
plaques neuro-musculaires. De nature protéique (detites par chauffage de 20
min a 100°C), sont antigéniques, donc transformaldeen anatoxine et
neutralisables par anti-toxines (anticorps) = sérumPas d'antibiogramme

Traitement curatif sérothérapie + anatoxine et anti-cholinestérasicg!

Traitement préventif mesures Iégales pour abattage des animaux, prépéion des
conserves industrielles. Regles de salaison et amservation des aliments........

1 - 2Clostridium tetaniet tétanos

Habitat: Le bacille de Nicolaer est un commensal du tubegkestif d'espéeces
animales, mais peut étre rencontér dans le sol (s@). Donc abondant dans les
zones de stabulation, pacage...

Pouvoir pathogénevaccination obligatoire en France mais prés de0® cas/an avec
une mortalité de 25-50%. Germe non invasifinfection strictement limitédans les
tissus dévitalisés apres introduction de spores: égsure, brllure, cordon ombélical
ligaturé, suture chirurgicale.... maladie = toxémie

Apres germination de la spore, toxine excrétée damkes conditions favorisantes
anaérobiose (nécrose tissulaim®ls de calcium, germes pyogenes potentiel oxydo-
réduction bas

Incubation de 4-5 jours a plusieurs semaines, laxme gagne le SNC par voie
rétrograde (tissu périneural), lymphatique ou sangine. Par fixation sur les
glangliosides de la moelle épiniere et du cerveaglle empeche la libération d'un
inhibiteur des synapses des neurones moteurs, entrant des réactions exagérées
et des spasmes violents des muscles en réponseudetstimulation. La maladie
clinigue commence par despasmes musculaires et des contractures doulosrdease
massetergtrismus ou rire sardonique), le sujet ne peut ouwr la bouche.
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Puis les autres muscles de la musculation volontaisont touchés. Des
contractures douloureuses plus ou mains généralisgse produisent avec un état
carctéristique (opistotonos). Le malade est consaieavec une température élevée,
puis il y a mort par spasme laryngé.

Diagnostic Il est surtout clinique contractures avec notion de blessure antérieure

Diagnostic bactériologiqueecherche éventuelle du germe dans la blessuretérét
limité. Pas d'antibiogramme

Aspect caractéristique de la bactérie sporulée

Traitement curatifsérum antitétaniquenatoxine, pénicilline G et mesures non
spécifiques (myorelaxants, sédatifs, respiration astée).

Traitement préventifvaccination obligatoirehez I'enfant avec anatoxine couplée



avec autres vaccinations. RappelNettoyage soigneux de plaies souillées de terre
débridement chirurgical lors de nécrose. Emploi préentif de la sérothérapie, Iégal
pour toute plaie souillée avec une injection de ragl (séro-anatoxinoprévention)

1 - 3 CLOSTRIDIA DE GANGRENES GAZEUSES

Définition: affection grave consécutive le plus souvent ariroduction de terre ou
de matiéres fécales souillées de spores@eestridium dans la plaie:C. perfringens
le plus fréquent, mais aussC. novyi, C. septicum. L'origine peut étre endogene
en raison de la présence de divelostridium au sein dela flore digestive.

Pouvoir pathogéne naturétlaie contaminé@racture ouverte, plaie utérine,
escarre.....)Infection rapide en 1-3 jours avec gangréne gazemsgrenant un
phelgmon gazeux avec crépitation et nécrose, fieyreémolyse, syndrome toxique,
choc, puis la mort survient rapidement. L'amputatian est quelquefois rapidement
nécessaire.

Autres infectionsappendicites, entérites, syndrome septicémiqueatigine
puerpérale (avortement clandestin) avec ictere hérhdique et anurie.........

Diagnostic bactériologiquél est facile et rapide a partir de prélévementsle tissus,
de pus, de sérosité au niveau de la plaie, ou eneate sang, il y a de résence de
grands bacilles a Gram-positifarement sporulés. La culture est aisée sur une
gélose au sang en anaérobiose apres 24 h d'incubatia 37°C. Ce germe est
hémolytique, protéolytique et trés gazogene.



Hémoculture anaérobie positive &. perfringens

Toxine: exotoxine protéique (lIécithinase) qui décompose lécithine, constituant
des membranes cellulaires.

Autres facteursdésoxyribonucléase, hyluronidase, collagénase faigant
I'extension de l'infection.

Traitement - antibiogrammeébridement des plaies souillées, excision desstis
nécroses; pénicillines et imidazoles+ Réanimation

1-4 AUTRE CLOSTRIDIUM Clostridium difficile

Aprés administration prolongée d'antibioticqiant la clindamycine, les
céphalosporines, le cotrimoxazole....., la séleatidans les selles d'une espéce
naturellement présente C. difficile) ayant une résistance naturelle a de nombreux
antibiotiques dont les 3-lactamines et les aminogigsides peut étre suivie de
signes decolite pseudomembraneupar prolifération dans le colon et production

de toxines (entérotoxine et cytotoxine). L'évolutio peut étre mortelle. Sa
découverte chez des malades chirurgicaux ainsi qebez le sujet séropositif pour
le VIH en fait un opportuniste, quelquefois responable d' infections nosocomiales.
La transmission est assurée par les mains du persoel soignant ou enocre un
thermomeétre insuffisamment décontaminé.

Le diagnostic bactériologiqueeffectue a partir desellessoit sur la recherche de la



bactérie (milieu sélecif), soit sur larecherche d'un effet cytopathogdtmxines) en
culture cellulaire ou par un moyen immunologique.

Le traitemenfait appel aux imidazolés (métronidazole) ou auxlgcopeptides
(vancomycine per 0s).

2 - INFECTIONS A BACTERIES ANAEROBIES NON SPORULEERJ
ENDOGENES

De nombreuses autres groupes ou especes sont desmge commensaux des flores
(bucco-pharyngée, digestive), qui peut étre pathogés dans certaines
circonstances. Ces bactéries de type bacille fugifilee ou non, coque ou spirochéte,
a Gram-positif oet a Gram-négatif non sporulées sdpathogenes uniquement par
leur virulence. Lescirconstances favorisatesnt liés a un traumatisme, un trouble
nutritionnel, un déficit immunitaire ou une infection conjointe.Types d'infections
sont ainsi individualisées:

2 - 1 Angine fuso-spirochétienne de VincentAngine ulcéro-nécrotique
accompagnée d'une fievre élevée et d'une réactioarnglionnaire de voisinagelLe
diagnostic est bactérioscopigaeec la présence d'une bactérie de type
Fusobacteriumfet d'une bactérie de type spirochéte. Le traitemd de cette angine
est simple a base de pénicilline G.

Examen de gorge et examen direct apres coloratioredsram (X 1000)

2 - 2 Suppurations diverses

. Suppurations bucco-dentairéss abcés dentaires sont douloureux, car
polymicrobiens et distendus par la production de ga



. Suppurations pulmonairesonsécutives a l'inondation du poumon, suite a des
régurgitations gastriques avec l'acide chlorhydrige et une flore bactérienne
mixte, notamment deBacteroidesfusiformes, spirochetes etc ... La multiplication
est favorisée par la nécrose, donc l'anaérobioseigrvoquée par l'acide
chlorhydrique. Parmi les complications, a noter lepleurésies purulentes.

. Suppurations digestivesonsécutives a des perforations spontanées ou & de
traumatismes accidentels ou chirurgicaux introduisat alors des bactéries
intestinales dans la cavité péritonéale ou dans léssus pelviens. Le8acteroides
du groupefragilis prédominent, car représentant 80 a 90 % de la flordigestive et
naturellement résistant a de nombreux antibiotiqueslont les pénicillines. A noter
les infections biliaires, les abces hépatiques, lappendicites

. Septicémieslans le cadre d'une complication

Leur diagnostiest d'abord clinique, quelguefoidbhactérioscopiquevoire
bactériologique: Le prélevement selon le type d'imfction peut présenter une odeur
fétide caractéristique montrant a la coloration deGram, un aspect protéiforme a
Gram-positf et a Gram-négatif (flore de type anaérbie dite flore endogene de
Veillon).

Exemple : Aspect macroscopique d'un liquide pleural

| + ODEUR

La cultureen anaérobiose est positive apres plusieurs jouddncubation a 37°C.
Elle est d'un intérét limité, car ne seront isoléeque les expeces de culture facile
(hors EOS). L'identification est biochimique par uilisation de galeries
commerciales. Les especes ou genres habituellemitantifies sont : Clostridium



perfringens, Peptostreptococcus, Veillonella, Bacieesdu groupe fragilis,
Fusobacteriumou encorePrevotellaet Porphyromonas.

Le traitementsera débuté sans attendre en ayant recours aux apitbtiques des
familles suivantes:

3-lactaminesvec inhibiteur de 3-lactamase tel amoxicilline-ade clavulanique
imidazolésdont le métronidazole

glycocopeptides vancomycine par exemple€.difficile)

lincosamidesvec la lincomycine ou la clindamycine

co-trimoxazolg/Actinomyces israel)i

La sensibilitéaux antibiotiques varie beaucoup selon l'espece ¢eigroupe
bactérien tel lesFusobacteriumtrés sensibles aux [3-lactamines dont la pénicilkn
G et lesBacteroidesdu groupefragilis résistants a diverses 3-lactamines en
I'absence d'association avec des inhibiteurs de Betamase : amoxicilline seule
(AMX), + ac.clavulanique (AMC), pipéracilline seule(PIP) + tazobactam (PTZ),
céfoxitine (FOX).

. Il conviendra de retenir larésistance naturell certains antibiotiques dont les
aminoglycosides ou encore les céphalosporinés. difficile).



LES STAPHYLOCOQUES

Trés fréquemment isolés en pathologie humaine, paculierement au cours des
suppurations, les staphylocoques sont des germesaguitaires : on les trouve en
effet dans l'air, les sols et les eaux et ils appg@nnent a la flore commensale de la
peau et des muqueuses de 'hnomme et des animaux.

TAXONOMIE

Les staphylocoques appartiennent a la famille dédicrococcaceaejui comprend
guatre genres :Micrococcus StaphylococcusStomatococcust Planococcus

1° Le genreMicrococcus

comprend les microcoques qui sont également des Bétnormaux de la peau et des
muqueuses de 'homme et par conséquent souvent peéss dans les prélevements.
Ce sont presque toujours des contaminants qu'il imprte de distinguer des
staphylocoques.

2° Le genreStaphylococcus

comprend une trentaine d'espéces : certaines son¢sl hotes de 'homme, d'autres
des animaux, d'autres sont rencontrées a la fois e 'homme et I'animal.

Chez 'homme, les espéces les plus couramment issé&ont :
Staphylococcus aureyde plus pathogene,
Staphylococcus epidermidisouvent considéré comme un opportuniste,

Staphylococcus saprophyticusesponsable d'infections urinaires chez la femme
jeune,

et a une fréquence moindreSt haemolyticus, St. hominis, St. capigsSt.
auricularis.

Il faut se garder d'assimiler St. aureusa un pathogéne obligatoire eSt.
epidermidisa un commensal certain ; I'un comme l'autre sont @s hdtes normaux
de la peau et des muqueuses de I'homme pouvant,aefait, contaminer les
prélévements mais l'un et l'autre peuvent aussi éra l'origine d'infections graves.
St. aureusa néanmoins un potentiel pathogéne plus important.

St. aureusexprime des caractéres qui le différencient des &nes staphylocoques :
il posséde notamment une coagulase. En pratique liédologique courante ce
caractére permet de faire la distinction entreStaphylococcus aureud'une part et
les Staphylocoques coagulase négatifs (SCN) d'aupart.

3° Le genreStomatococcus

comprend Stomatococcus mucilaginosugui fait partie de la flore buccale.

4° Le genrePlanococcus




comprend des bactéries du milieu marin
STAPHYLOCOCCUS AUREUS
CARACTERES BACTERIOLOGIQUES
BEMorphologie

Staphylococcus aureusst, comme tous les staphylocoques, un coque a @ra
positif d'un diametre d'environ 1 micrométre apparaissant en amas a lI'examen
microscopique.

Il estimmobile, non sporulé et ne présente pas @apsule visible au microscope
optique.

MCaractéres de culture

I cultive facilement sur milieux ordinaires en aéobiose comme en anaérobiose en
formant, sur milieux solides, des colonies lissdsjsantes et bombées, plus ou
moins pigmentées en jaune or d'ou l'appellatiostaphylococcus aureusu
staphylocoque "doré". En milieu liquide, il produit, dans le bouillon, un trouble
homogeéne.

Il n'a pas d'exigences particuliéres. Si les conditns idéales de croissance sont une
température de 37° C et un pH de 7,5, de grandesnations sont toléerées. Comme
tous lesMicrococacceagil se multiplie dans des milieux contenant une fte
concentration de NaCl (5 a 10 g pour cent).

Il est capable de transformer de nombreux substraitsnotamment les sucres, ce qui
n'a guere d'intérét pratique sauf en ce qui concera le mannitol (un polyalcool)
que St. aureuspeut fermenter contrairement a la plupart des SCN.

BEquipement enzymatique

Outre ceux nécessaires aux fonctions métaboliquegdatites ci-dessus, diverses
enzymes peuvent étre mis en évidence ch&taphylococcus aureuscatalase qui
existe chez tous leMlicrococacceaecoagulase, désoxyribonucléase, phosphatase,
hyaluronidase, fibrinolysine, lipase et protéolysies qui caractérisentSt. aureus

La présence d'une coagulase identifie, en pratigusurante I'especeaureus |l
existe une coagulase libre et une coagulase liéa. toagulase libre est une protéine
diffusible, réagissant comme la prothrombine et cagulant, en quelques heures, le
plasma citraté de 'homme ou du lapin. La forme lié, ou clumping factor réagit
directement avec le fibrinogene, entrainant I'aggltination des staphylocoques
quand on les mélange a un plasma.

L'activité de toutes ces enzymes explique, en pagtila physiopathologie de
I'infection staphylococcique ; leur recherche espar ailleurs, utile pour la
classification et le typage des souches.

BWAutres substances élaborées

Le pouvoir pathogéne deStaphylococcus aureusent également a la production



d'un grand nombre de substances diffusibles.

Hémolysines

L'hémolysine a ou staphylolysine a est cytotoxiquet cytolytique. Elle a un effet
nécrotique sur la peau lié a son effet vasoconsttaur. C'est une hémolysine active
surtout sur les hématies de lapin.

La staphylolysine a entraine la production d'anticops appelés anti-
staphylolysines a (ASTA) recherchés dans le sérodiaostic.

Il existe d'autres hémolysines, 3, g et d dont leopivoir toxique est incertain.
Leucocidine

Cette toxine agit sur les granulocytes, les macroplges et les basophiles et
provoque leur immobilisation puis leur dégranulatian et leur lyse.

Entérotoxines

Certaines souches d8taphylococcus aureuélaborent des toxines protéiques
responsables de toxi-infections alimentaires : lentérotoxines staphylococciques,
au nombre de cinq : A, B, C, D, E. C'est leur active de superantigéne qui
explique les effets toxiques.

La toxine du syndrome de choc toxique

Certaines souches d8taphylococcus aureuélaborent une toxine pyrogene et
|étale : la toxine du syndrome de choc toxique ouSST (toxic-shock syndrom
toxin). Elle se comporte aussi comme un superantige.

Exfoliatines ou épidermolysines

Certaines souches d8taphylococcus aureuélaborent des toxines protéiques A ou
B. Elles sont responsables de staphylococcies cutas bulleuses dues a des lésions
histologiques caractérisées par un décollement irdgrépidermique donnant lieu au
syndrome de la "peau ébouillantée” ou syndrome de iRer.

ANTIGENES

Il existe des antigénes capsulaires, de nature pebccharidique et des antigenes
pariétaux constitués par le peptidoglycane et lescales teichoiques. La plupart de
ces antigénes permettent le sérotypage des souches.

Une protéine de paroi, la protéine A, a la propriéé de fixer les immunoglobulines
de classe G par leur fragment Fc. Cette propriétést mise a profit, au laboratoire,
dans des réactions de "co-agglutination".

Rappelons également la staphylolysine a décrite @ihaut.
POUVOIR PATHOGENE CHEZ L'HOMME

Staphylococcus aureusst d'abord un germe pyogéne responsable de la plart
des infections suppurées de la peau et des muquesiséd "surinfecte" souvent les
plaies négligées.



Les principales staphylococcies cutanées focalesisdues a la pénétration des
germes au niveau des annexes de la peau (follicup®-sébaceés, glandes
sudoripares) ou dans les muqueuses a l'occasion daiplaie, méme minime. Elles
donnent lieu a des folliculites, furoncles, sycosianthrax, orgelets, hydrosadeénites,
panaris, onyxis périonyxis, impétigo, et abces adalisations variées (sein, fesse,
marge de I'anus , aisselle, aine ....) Plus raregrg les conjonctivites, angines,
phlegmons de I'amygdale, otites ou sinusites.

Ces infections cutanéo-muqueuses sont parfois leipbde départ de suppurations
profondes ou d'infections générales.

Les infections généralessepticémiques ou septicopyohémiques, donnent liaude
fréequentes localisations métastatiques génératricekinfections profondes.

Les infections profondessont pleuro-pulmonaires (pneumopathies, abces,
pleurésies, pneumonies "bulleuses"), génito-urina@s (abces rénal, phlegmon
périnéphrétique, abces de la prostate), ostéo-artitaires (ostéomyélite aigué des
adolescents, abcés osseux) cardiaques ou cérébraimgées.

Staphylococcus aureusst fréequemment impliqué dans les infections nosomiales
L'incidence élevée est expliquée par I'emploi intesif d'antibiotiques qui
sélectionnent, dans I'écosysteme hospitalier, desushes résistantes, par la
fragilité des malades et par les soins ou traiteménde plus en plus hardis mais de
plus en plus agressifs qu'ils subissent. Les voidgntrée sont iatrogenes (aiguilles,
sondes, canules, cathéters, perfuseurs, drains ...)

Staphylococcus aureusst aussi un pathogene a cause des toxines qubrfique.

Le syndrome de Ritter, ou SSSS (staphylococcal scalded skin syndrom),
improprement appelé syndrome de Lyell (qui est d'dgine toxique), plus fréquent
chez I'enfant, est caractérisé par une érythroderna bulleuse avec fiévre évoquant
une bralure du second degré. Il est occasionné pdes staphylocoques
producteurs d'exfoliatines. L'impétigo et le phempligus sont des formes mineures,
localisées, du syndrome.

Le syndrome de choc toxigue stpaphylococcigU&CTS) associe hypotension, choc
et fievre a une érythrodermie généralisée desquamsm Il est occasionné par des
staphylocoques producteurs de TSST. Sa survenue a#rfavorisée par I'utilisation
de tampons périodiques.

Les manifestations intestinaleprovoquées par les staphylocoques
entérotoxinogéne se présentent sous deux formes :

Hles toxi-infections alimentaires sont les plus fragentes : il s'agit de troubles
digestifs provoqués par l'ingestion d'aliments corgnant I'entérotoxine préformée,
d'incubation trés courte (une heure a six heures aps le repas) et évoluant sans
fievre.

MI'entérocolite aigué pseudomembraneuse, plus rareurvenant chez des sujets
ayant recu une antibiothérapie qui a sélectionné unsouche intestinale dst.
aureusreésistante au traitement et sécrétrice d'entérotoxie.



EPIDEMIOLOGIE

Le principal "réservoir de virus" est la peau et les muqueuses de 'homme, qu'il
soit malade ou bien-portant puisqu'on trouve, parmiles sujets indemnes de toute
infection, 30 & 50% de porteurs sains. On le trouven particulier dans les narines.
C'est une affinité du germe pour I'épithélium narinaire et le pouvoir d'y adhérer
durablement qui explique sa prévalence dans le nelza transmission manuportée
est le mode essentiel de transmission et le réservaasal recontaminant
rapidement les mains assure la pérennité de la tramission. Le portage intestinal
est assez fréquent et n'a pas beaucoup de signitica pathologique.

IMMUNITE

La fréquence du portage sain chez I'homme impliqukexistence d'une immunité
naturelle dont le support n'est pas encore bien éldi. Puisque les staphylocoques
sont des bactéries a multiplication extracellulaird BME), la phagocytose est
probablement le mécanisme le plus efficace. Une dimution des capacités
phagocytaires des granulocytes se traduit par desfections staphylococciques
fréquentes et récidivantes (granulomatose septiqudpes anticorps apparaissent
au cours des infections staphylococciques mais lerféle protecteur est incertain.

DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE

Hisolement et identification

La morphologie (cocci Gram + en amas) est trés éwaitice des I'examen
microscopique.

Pour isoler St. aureusdes prélévements plurimicrobiens, on peut utilisedes
milieux sélectifs comme le milieu de Chapman qui ctient du mannitol et une
forte concentration de NacCl.

Staphylococcus aureugeut étre facilement cultivé sur des milieux ordiaires.

Des épreuves enzymatiques simples (oxydase - , tada +) permettent de
reconnaitre le genre ; d'autres tests définissentkpéce (présence d'une coagulase
libre ou liée).

BEDiagnostic sérologique

Le taux sérique normal des antistaphylolysines a @nt de 0,5 a 2 Unités par
millilitre, un taux supérieur a 2 U est donc signiicatif. Ce dosage est rarement
demandé.

ETypage des souches

Il permet un diagnostic épidémiologique dans les dectivités, au cours d'une
enguéte entreprise a la suite d'une intoxication ahentaire et dans la surveillance
et le contrdle des infections nosocomiales. On peyper les souches par séro-
agglutination ou par lysotypie et mettre en évideneles toxines mais il s'agit de
recherches particulieres réservées aux laboratoirede référence.

RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES



Wbétalactamines

La résistance deStaphylococcus aureugux bétalactamines reléve de plusieurs
meécanismes :

bétalactamine bétalactamir
imnactive
-
bétalactamase
noyau
bétalactame

La production, d'origine plasmidique, de bétalactanases

Les bétalactamases sont des enzymes inactivant Kdmotique par ouverture du
cycle bétalactame. La bétalactamase du staphylocogest une pénicillinase qui
induit une résistance aux pénicillines G et A (Amgilline, Amoxicilline), aux
carboxypénicillines (Ticarcilline) et aux acyluréicdbpénicillines (Mezlocilline,
Azlocilline et Pipéracilline) mais n'a pas d'effetsur les pénicillines M (Méticilline,
Oxacilline, Cloxacilline), les céphalosporines eet pénemes (Imipenem). Cette
pénicillinase staphylococcique est inactivée par dgroduits dénommés
"Inhibiteurs de bétalactamases" (acide clavulaniquetazobactam, sulbactam) qui,
associés aux bétalactamines, restaurent leur efficiéé. En milieu hospitalier, 80%
au moins des staphylocoques sont producteurs de bitctamase.

La modification de la cible, d'origine chromosomigue

La cible des bétalactamines est un ensemble d'enzgsde la membrane
cytoplasmique nécessaires a la formation du peptigbycane de la paroi. Les
bétalactamines se fixent d'une maniéere irréversibla I'une ou l'autre de ces
enzymes appelées, pour cette raison, "P.L.P." (prétne liant la pénicilline, en



anglais : "P.B.P." pour protein binding penicillin) . En présence d'une
bétalactamine, les bactéries ont de ce fait une parfragilisée et sont incapables de
résister aux chocs osmotiques.

Les souches résistantes élaborent une "P.L.P. 2abpr laquelle les bétalactamines
n'‘ont pas d'affinité ou une affinité réduite. La résistance, ainsi induite, ne
concerne parfois qu'une partie de la population d'ne souche ; elle est, pour cette
raison, dénommeée "résistance hétérogene".

On la détecte en testant I'activité de I'oxacillingune pénicilline M) dans des
conditions de culture particuliéres (milieu hypertanique ou incubation a 30°C).

Les souches possédant ce type de résistance, sotgsd'méti-R" et désignées par
le sigle "SAMR" (pour Staphylococcus aureuséticillino-résistant - appellation
qui n'est pas tres indiquée puisque la méticillin@'est plus commercialisée). Les
souches méti-R sont résistantes a toutes les bétadmines et généralement
résistantes aux autres familles d'antibiotiques (3@hes polyrésistantes). Toutes ci
souches produisent la pénicillinase staphylococcigu

Elles sont surtout isolées en milieu hospitalier ®6 des souches hospitalieres,
moins de 1% des souches "de ville").

Autres mécanismes de résistance a la méticilline

par diminution de la synthése et/ou de l'affinité tine des P.L.P.,
par hyperproduction de bétalactamase,
par production de méticillinase.

Ce sont des mécanismes beaucoup plus rares et ocmasant des résistances de
moindre niveau.

Haminosides

Staphylococcus aureusst normalement sensible aux aminosides mais des
résistances sont frequemment détectées surtout paries souches méti-R. Elles
sont dues a une inactivation de l'antibiotique padiverses enzymes bactériennes.

Parmi les aminosides, la molécule la plus activetda gentamicine et toute souche
résistante a cet antibiotique résiste aux autres anosides (phénotype KGT).
Certaines souches opposent une double résistanckamikacine et a la
tobramycine (phénotype KT), et d'autres, une résisince limitée a I'amikacine et a
la néomycine (phénotype KNm).

BMmacrolides et apparentés : MLS (Macrolides, Lincos@es, Synergistines)

Les macrolides vrais (Erythromycine, Josamycine) des lincosamines
(Lincomycine, Clindamycine) sont efficaces mais oobserve des résistances par
modification de la cible ribosomale.

Les synergistines (Pristinamycine) sont presque tgaurs actives et constituent
d'excellents antistaphylococciques.



Tous ces produits sont utilisables comme une alteative aux bétalactamines en
cas d'allergie a ces derniéeres.

BWautres antibiotigues

Fosfomycine, acide Fusidique, Rifampicine et Quinohes fluorées (Péfloxacine,
Ofloxacine, Ciprofloxacine) sont presque toujours etifs. lls ne sont utilisés qu'en
association pour éviter la sélection de mutants riétants.

Les glycopeptides (Vancomycine, Teicoplanine) sotres efficaces - il n'existe pas
de soucheaésistante - mais doivent étre réservés aux infeotis séveres.

Au total :

Pour un Staphylococcus aureusméti-S”, les pénicillines M constituent le
traitement de choix , associées a un aminoside daes infections graves. Les
céphalosporines de 1ére génération (C1G) et la Ptirlamycine peuvent étre
utilisés en deuxieme intention. Sont également ut# les macrolides, les
lincosamines, l'acide Fusidique, la Rifampicine dtassociation Amoxicilline-acide
clavulanique. Les aminosides peuvent étre prescrien association.

Pour un Staphylococcus aureudméti-R", les glycopeptides, et particulierement &
Vancomycine, s'imposent en monothérapie ou, seloa localisation, en association
avec d'autres molécules actives telles que Fosforme, Rifampicine, Quinolones
systémiques ou acide Fusidique.

En milieu hospitalier, la prévention des staphylocccies séveres et difficiles a
traiter nécessite la détection des souches polyrésintes, des mesures d'hygiéne
rigoureuses pour éviter leur diffusion avec éventdlement l'isolement des
porteurs et une tentative d'éradication par l'usageaisonné d'antibiotiques
appropriés.

STAPHYLOCOQUES coagulase-négatifs

Longtemps opposés aux "staphylocoques dorés" répugélangereux, les
"staphylocoques blancs" étaient considérés comme démples commensaux de la
peau et des muqueuses car ils sont omniprésentsiridéniables infections
nosocomiales causées par ces staphylocogues "nothpgénes" ont suscité des
travaux visant a les identifier et a les classer.

On les désigne sous le nom de "staphylocoques cokgpe-négatifs” (SCN) car,
contrairement aux Staphylococcus aureyda plupart d'entre eux sont dépourvus
de cette enzyme.

CLASSIFICATION et HABITAT

Vingt neuf especes de SCN sont répertoriées ; certas sont des hotes de 'homme,
d'autres de lI'animal et d'autres de 'homme et de'animal.

Chez 'hnomme, Staphylococcus epidermiddomine largement en particulier sur la
peau mais sur certains sites on trouve aussi d'aws especesSt. capitissur le cuir
chevelu,St auricularisdans le conduit auditif externe St hominisou haemolyticus
sur les zone séches... Sur les muqueuses intestigabu nasales on isole surto@t.



epidermidis.et sur la muqueuse vaginalest. epidermidiset St. saprophyticus.

Cette répartition varie légérement selon I'age, lesabitudes, le mode de vie et une
éventuelle antibiothérapie.

CARACTERES BACTERIOLOGIQUES

Les SCN sont évidemment reconnus, d'une maniere @ypragmatique que
scientifique, par I'absence de coagulase ce qui lé#férencie deStaphylococcus
aureus(quelques especes de SCN, animales surtout, possegdeutefois I'enzyme).
De plus, la majorité d'entre eux sont incapablesaifermenter le mannitol.

Leur identification plus complete repose sur des cactéres bactériologiques
classiques (nitratase, phophatase, ornithine décanlylase, fermentations sucrées
...). Comme cela a déja été signalé a propos 8t aureusil importe de les
distinguer des microcoques. Il existe des galeriesiniaturisées spécialement
congues a cette fin. La démarche est cependant largget assez colteuse et n'a
d'intérét que dans des circonstances épidémiologigs particuliéres.

POUVOIR PATHOGENE

Les SCN sont essentiellement responsables d'inferts nosocomiales et iatrogene
Leur virulence est en rapport avec leur capacité ddhésion aux matériels
étrangers car ils élaborent une substance polysactidique dénommée "slime"
qui facilite cette adhérence.

Cathéters, voies veineuses centrales, sondes, peshs valvulaires cardiaques ou
prothéses osseuses, valves sont les portes d'entréde siege de ces infections qui
occasionnent des septicémies, bactériémies, endatitgs, médiastinites apres
chirurgie cardiaque, infections urinaires ou prostdiques aprés chirurgie ou
endoscopie, infections sur valves de dérivation potraiter I'hydrocéphalie.

Signalons le cas patrticulier des infections urinags dues &taphylococcus
saprophyticudrappant surtout les femmes jeunes.

SENSIBILITE DES SCN AUX ANTIBIOTIQUES

Les SCN forment un groupe hétérogene et leur comptament vis-a-vis des
antibiotiques varie selon les espéces. A I'exceptide St. saprophyticusils sont
généralement plus résistants aux antibiotiques qust. aureus

Certains opposent des résistances naturelles utilpsur les identifier :
saprophyticugésistant a la novobiocine et a la fosfomycinepidermidis(et aureug
résistant a la polymyxine,haemolyticusrésistant a la bacitracine etc...

Les mécanismes de résistance aux bétalactaminestsdentiques a ceux décrits
pour aureus: production de pénicillinase et modification des PP. Une souche
"méti-R" est résistante a toutes les bétalactamines

Quatre vingt dix pour cent des souches "méti-R" sotrésistantes aux aminosides ;
cette proportion tombe a 15% pour les souches "mé&". Il existe des souches
présentant une résistance isolée a I'amikacine pai associée a une résistance a la
tobramycine.



Les résistances aux macrolides et apparentés sorgdquentes chez les souches
"méti-R".

Les autres antistaphylococciques (acide FusidiguBpsfomycine, Rifampicine)
sont efficaces.

Les glycopeptides sont actifs, méme sur les souchmsyrésistantes "méti-R".
STAPHYLOCOCCUS SAPROPHYTICUS

Il s'agit d'un staphylocoque dépourvu de coagulasg€SCN) mais qui fermente le
mannitol commeSt. aureus Contrairement a la plupart des staphylocoques idés
chez 'hnomme il est résistant a la novobiocine (lzone d'inhibition de la culture
autour d'un disque chargé a 5 m g de novobiocine egférieure a 16 mm).

Staphylococcus saprophyticest responsable d'infections urinaires chez la feme
jeune. Il est la cause de 3 a 4 % des cystites bégmde la femme. On l'isole plus
souvent en ville qu'a I'népital. Les tests de dépisge des infections urinaires
(bandelettes) sont souvent en défaut car le test aitrite est négatif. 1l faut
pratiquer un examen cyto-bactériologique complet deurines pour reconnaitre
une cystite aSt. saprophyticus

Il est sensible a la plupart des antibiotiques a sée urinaire sauf a la fosfomycine
(résistance naturelle).

STOMATOCOCCUS MUCILAGINOSUS

Stomatococcus mucilaginosiest un saprophyte de la gorge et de la bouche pai$o
responsable d'infections opportunistes.

C'est un coque a Gram positif capsulé dont I'actité catalasique est faible ou
nulle. Il se multiplie sur des milieux enrichis ausang en donnant des colonies trés
adhérentes mais ne se développe pas en milieu hygee.

LISTERIA MONOCYTOGENES

Décrite pour la premiére fois en 1926steria monocytogenesété considérée, jusque
dans les années 50, comme une curiosité bactégqakgDepuis, on s'est rendu
compte que, si les infections qu'elle occasionmatiient pas tres fréquentes, elles
étaient par contre graves, donnant souvent lieesaatteintes neuro-méningées en
particulier chez les nouveau-nés ou chez les saggis. En France, une importante
épidémie observée en 1992 avec 300 cas réperatrifsdéces a placé la bactérie au
premier rang des préoccupations des autoritésagasit

BACTERIOLOGIE

Listeria monocytogenesst un bacille a Gram positif, non capsulé, nomdpomobile
a 20°C mais immobile a 37°C qui se développe famlet sur milieux usuels ou sur
gélose au sang ou les colonies s'entourent d'uredm 3 hémolyse. Il est aéro-
anaeérobie facultatitl est capable de se multiplier a de tres bassepértures (jusqu
2°C).



Il possede une catalase mais pas d'oxydase mikfee le glucose sans dégager de gaz,
produit de I'acétyl-méthyl-carbinol (réaction degés-Proskauer +). Il ne possede pas
d'uréase, ne produit ni indole ni H2S mais hydmigagpidement I'esculine. Le camp-
test, en présence de Staphylocoques, est positif.

Listeria monocytogenes : Gram Listeria monocytogenes :

ANTIGENES
Les antigénes somatiques sont des acides téiclsoiigula paroi. lls sont au nombre de
15 (1 a XV) et les antigénes flagellaires, protésjuau nombre de 5 (A, B, C, D, E). La

combinaison des deux types d'antigénes détermisérbvars différents mais en
France, le sérovar 4b domine largement avec lesaér 1/2a et 1/2b.

Listeria monocytogengwoduit une listériolysine suscitant la formation
d'antilistériolysines.

LYSOTYPES

On dénombre 25 lysotypes parmi les souches degasérb et 119 pour celles des
sérovars 4.

POUVOIR PATHOGENE

Listeria est souvent décrite comme une bactérie opporauaistasionnant des troubles
chez les sujets fragiles ou immunodéprimés. EndHé peut trés bien se comporter
comme une bactérie virulente frappant les sujefsaefaite santé.

. chez le nouveau-né

Les infections néonatales représentent 60% dedeckstériose
humaine.



Contaminé par @ie transplacentaire, I'enfant est atteint depilemiere:s
heures de vie d'infection généralisée septicémagee multiples
localisations et souvent atteinte neuro-ménigéanulomatosis infanti
septica.

Si la contamination est plus tardive, pendant dacbement, l'infection
n'‘est patente qu'aprés une dizaine de jours easdeste par une
méningite.

La mortalité est importante ou les séquelles fratpse

+ chez la femme enceinte

L'infection est souvent cliniquement muette, parf@sponsable d'un
syndrome grippal ou d'une fievre inexpliquée aydas rarement, des
troubles urinaires, digestifs ou méme un icténeditaire. C'est souvent
lors de la naissance d'un enfant infecté que lgndistic est
rétrospectivement évoque.

La listériose maternelle peut aussi étre caus@di&wment ou
d'accouchement prématuré d'un enfant contaminé.

. chez le grand enfant et I'adulte

La listériose de I'adulte donne lieu a une méniaegeéphalite ou plus
rarement a une septicémie. Elle est grevée d'wwddamortalité.

« chez l'animal

Presque tous les animaux peuvent étre atteinigicémies,
encéphalites, avortements sont les manifestateopkis souvent
observées.

PHYSIOPATHOLOGIE
Le rhino-pharynx et surtout le tube digestif caingtint les portes d'entrée dasteria.

Les bactéries pénéetrent dans les cellules et padaes le sang ; elles sont captées par
les cellules phagocytaires du foie et de la ratell®s se multiplient et envahissent le
parenchyme environnant jusqu'aux capillaires sarsglne deuxieme décharge dans
la sang conduit les bactéries jusqu'au systemesnemsentral provoquant encéphalite
et méningite.

Listeria monocytogenesst une bactérie a développement intracellulkite.pénétre
dans la cellule par phagocytose. Inclue alors taphagolysosome, elle échappe a la
destruction grace a la production de listériolygjnedétruit la membrane vacuolaire et
se trouve alors libre dans le cytoplasme ou elimgiiplie activement. Elle provoque
la polymérisation de I'actine cellulaire et s'a@yutre mobilisée jusqu'a la membrane
cytoplasmique formant des évaginations et pousssspseudopodes a l'intérieur des
cellules voisines qui sont donc infestées de precheroche.



IMMUNITE

Listeria monocytogenedéclenche une réponse immunitaire a médiationlaek qui,
sous l'effet de cytokines, provoque l'afflux de mabages vers les sites infectieux
constituant des granulomes inflammatoires ou legébias sont détruites. Les
lymphocytes T mémoire perpétuent un état de résista l'infection.

Les anticorps n'ont guére d'effets protecteurs.
HABITAT - EPIDEMIOLOGIE

LesListeriasont présentes partout, dans I'environnement, leseanimaux et chez
I'nomme. Elles sont trés résistantes.

L'homme est contaminé principalement par voie diges la contamination directe est
tres rare sauf en cas de transmission foeto-mdierne

La présence fréquente testeria dans les aliments est sans doute facilitée par la
possibilité qu'a la bactérie de se développer assds températures des chambres
froides. Les sources de contamination sont lesyni®thitiers, les fromages au lait cru
a pate molle, les patés, rillettes, viande haché&sdégumes crus ou vendus sous vide.

L'évolution des habitudes alimentaires n'est sansedpas étrangére a I'accentuation du
mode épidémique de l'infection.

DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE

On isolelesListeriades produits pathologiques (ou des aliments) plaure
essentiellement.

Le développement est possible sur milieux usuels orapréfére utiliser une gélose au
sang pour détecter I'hnémolyse. L'adjonction d'anal&ixique (NégramR) fait de la
gélose un milieu sélectif utile en cas de prélévemmultimicrobien.

L'identification se fonde sur la morphologie et pespriétés biochimiques (Gram +,
catalase +, VP +, esculine+...). Un sérotypaged®liche est possible en utilisant des
antisérums agglutinants (les sérums anti 1 et Abgmmmercialisés).

Le sérodiagnostic a peu d'intérét. On utilise dspsnsions antigéniques tuées de
sérovars 1 et 4b pour une réaction d'agglutinaiotube. Les titres doivent étre
supérieurs a 320 pour étre considérés comme sigtiifi. La recherche dans le sérum
de la mére d'anticorps spécifiques de la souchédstez un nouveau-né permet de
démontrer rétrospectivement l'infection maternelle.

Le dosage d'antilistériolysine a fait I'objet ddlpeations mais aucun réactif n'est
commercialisé a ce jour.

SENSIBILITE AUX ANTIBIOTIQUES

Listeria monocytogenesst sensible a la plupart des antibiotiques. ine®$amides



sonttoutefois naturellement sans effet, les céphalaspsret nouvelles quinolones si
peu actives.

Le traitement préconisé le plus souvent est unecadson ampicilline et gentamicine.
Il doit étre maintenu pendant plusieurs semaines.

AUTRES ESPECES
Le genrelisteriacomprend sept especes.

= Listeria monocytogenes,
= Listeria ivanovii

= Listeria inocua

= Listeria welchimeri

= Listeria seeligeri

= Listeria grayi

= Listeria murrayi

On les distingue par leurs caracteres biochimiques.

SeulsL. monocytogenghomme, animal) dt. ivanovii (animal) sont pathogenes.

CORYNEBACTERIUM DIPHTERIAE
La diphtérie est connue depuis longtemps :

« Klebs, en 1883, en décrit 'agent responsablelqe&ler réussit a cultiver en
1884.

« En 1888, Roux et Yersin démontrent le role de i

« En 1890, Behring découvre 'antitoxine et en 1%2&@non produit I'anatoxine.

« En 1970 enfin, est précisé le mécanisme molécultaction de la toxine.

BACTERIOLOGIE

Corynebacterium diphteriaest un bacille a Gram positif, non ramifié, noorsge,

non capsulé et immobile. Les bactéries se présespenent en forme de massue et
groupées en amas donnant des images en palisaguhyueets d'épingles ou en lettres
de l'alphabet. Certaines techniques de colorabah Y{ecchio ou Ernst-Neisser)
mettent en évidence des granulations métachronestigliintérieur des corps
bactériens. Ces aspects morphologiques sont aasszaristiques et différent de ceux
des corynebactéries dites commensales, qui appandislus courtes et plus trapues.

Des caractéres biochimiques (catalase +, urékieQge +, saccharose -, dextrine +,
nitrate réductase +,43 +) distinguent le bacille diphtérique des aut@ynebactéries.

La culture, en atmosphere aérobie ou anaérobige éxiprésence de nombreux
facteurs de croissance (du fer en particulieraetcpnséquent nécessite des milieux



riches.

« Lemilieu de Loeffler au sérum coagulé est le milieu classique utileé p
l'isolement deCorynebacterium diphteriagyui est sérophile.

+ Lemilieu GHT (gélose, hémoglobine, tellurite) est rendu sélgeif
I'adjonction de tellurite de potassium, dont laspréce inhibe le développement
de la plupart des bactéries habituellement présefans le rhino-pharynx. Sur
ce milieu, les colonies de. diphteriaesont noires a cause de le réduction du
tellurite. Selon l'aspect des colonies, on distendifférentes variétés
dénommeéegravis, mitis ouintermedius

« Lemilieu de Tinsdale également sélectifontient du sang laqué, de la
cystéine et du tellurite. La production d3(a partir de la cystéine) donne au
milieu une coloration noire autour des colonie€déiphteriaequi sont elles-
mémes également noires a cause de la réducticldrite.

CARACTERES ANTIGENIQUES

C. diphteriagposséde des antigenes O polyosidiques, communses les souches, et
des antigenes protéiques de surface K, définisksmtypes sérologiques (mais le
sérotypage n'est pas standardisé et est peu utiless anticorps éventuellement
produits ne permettent pas d'envisager de recoanaifection en pratiquant un
sérodiagnostic.

BACTERIOCINES
C. diphteriaeproduit des bactériocines qui permettent le typlegesouches.
TOXINE

Corynebacterium diphteriaélabore une puissante toxine protéique (exotoxine)
constituée d'une chaine polypeptidique de 62 kDermmt 2 ponts disulfures dont la
séquence des acides aminés est connue. On luiglist? fragments A et B :

« le fragment B (38 kD) permet la fixation sur unepteur cellulaire
« etle fragment A (24 kD) est le support de I'atéitdxique.

Apres fixation de la toxine, le fragment A, clivargles enzymes membranaires, libére
dans le cytoplasme une activité enzymatique (ADBxylase) qui, en présence de
NAD cellulaire, inhibe le facteur d'élongation ER€cessaire a la constitution des
chaines polypeptidiques : les syntheses protéideiés cellule s'en trouvent donc
bloquées.

La toxine n'est produite que par les souches passée genétox+" qui est founi par
un bactériophage 3. Ce géne est inhibé par unssggurechromosomique qui est actif
en présence de fer. La toxine n'est donc produiesgla concentration du milieu en
fer est inférieure & 100 pg/l (a noter : la craissaoptimale de la bactérie nécessite
cependant des concentrations en fer plus éleveées).

Les effets pathogenes de la toxine peuvent étremévidence par injection sous-
cutanée au cobaye d'une suspension de bacille®dtes. L'animal meurt en 48 a 72



heures porteur :

« au point d'inoculation d'un oedeme blanc, mou,tg@eax avec adénopathie
satellite

« et adistance d'une hypertrophie avec congestiomiragique des capsules
surrénales.

L'injection de toxine seule ne provoque que le®iésa distance mais est également
létale.

Le dosage de la toxine est possible par une méthiottegique qui évalue IBose
Minima Mortelle (DMM ) ou laDM50, dose qui tue la moitié d'un lot de cobaye. Un
milligramme de toxine titre 14.000 DMM. Une méthaddirecte se fonde sur la
neutralisation de l'effet Iétal par un sérum artgae titré qui est plus stable. On peut
surtout doser la toxini@ vitro par la méthode de "floculation initiale" de Ramon.

La toxine formolée et chauffée perd son pouvoifgo& mais conserve son pouvoir
antigénique : elle devient ainariatoxine qui, purifiée, est utilisée comme vaccin
antidiphtérique.

LA DIPHTERIE (D.O n°6)

L'infection se manifeste par des lésions localesduune colonisation des tissus par la
bactérie et a des manifestations générales a desthres a l'action de la toxine.

La forme typique est urengine pseudomembraneusearactérisée par la formation
sur I'amygdale et la luette d'un enduit blanchaxéensif, cohérent et adhérent avec
adénopathies satellites. Dans les formes sévéressie en outre des signes
d'intoxination donnant lieu précocement ou secardant a des paralysies vélo-
palatines avec troubles de la phonation, a desputites des membres et a une
myocardite avec troubles du rythme, hypotensiarokapsus. Peuvent aussi survenir
des troubles rénaux et digestifs ainsi que des hagies.

Il existe d'autres localisations de la diphtériatda plus connue est la diphtérie
laryngée owcroup avec le risque d'asphyxie par obstruction dessvaspiratoires
nécessitant une trachéotomie. Les localisationalesgplus fréquentes chez le
nourrisson), oculaires, auriculaires ou cutanéas généralement moins séveéres.

Maladie a déclaration obligatoire (n°6).
IMMUNITE

La maladie immunise mal et il est recommandé deimacles convalescents. |l
apparait cependant des anticorps antibactérienisedtient spécifiques de la souche
incriminée mais, comme il existe de nombreux vasi@érotypiques, lI'immunité ne
peut pas étre totale.

C'est surtout une immunité antitoxique qui estgutrice mais elle n'est suffisante que
si le titre des anticorps atteint 1/30e d'unitétaxigue/ml (une unité antitoxique est la
dose d'antitoxine capable de neutraliser 1 DMMoaénk). On peut évaluer I'état



immunitaire par laéaction de Schicl qui consiste a injecter en intradermique 1/50
DMM de toxine : chez les sujets protégés, on nisesaucune réaction tandis que,
chez les sujets sensibles, survient une réactipulparythémateuse.

EPIDEMIOLOGIE

La diphtérie est une maladie strictement humaimen®©trouve les bactéries
responsables ni dans I'environnement, ni chezntaliet la contagion est donc
exclusivement interhumaine.

La maladie a pratiguement disparu dans les paysl@j@yés mais sévit encore dans les
pays du tiers monde ou la mortalité est de 5 a 108#ut cependant noter qu'on a
observé en France durant ces dernieres annéeedeas d'infections systémiques,
septicémiques, broncho-pulmonaires, ostéo-arti@gavaginales ou cutanées a
Corynebacterium diphteriae

DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE

Le diagnostic biologique de la diphtérie nécedsitmise en évidence d'une souche
toxinogene d€orynebacterium diphteriae.

Le prélevement pharyngé, nasal, cutané ou aufia@tgear écouvillonnage des Iésions.
On ensemence le plus rapidement possible sur nuédioeffler et on pratique des
frottis.

L'examen microscopique direct de ces frottis agimant concluant mais permet un
diagnostic de suspicion s'il montre la présenceaddles a Gram positif dont la
morphologie et la disposition sont évocatrices.

Le bacille diphtérique se développe rapidementrslieu de Loeffler, en tout cas plus
vite que les bactéries hétes du naso-pharynxrapibrte donc d'examiner les cultures
apres 6, 12 et 18 heures d'étuve. On procede a@clage de la surface du milieu qu'on
étale sur lame. Apres fixation, on colore par thteque de Gram sans recolorer par la
fuchsine et on examine pour détecter la présentacites "diphtérimorphes”, qui
constitue une forte présomption de diphtérie.

On procéde alors a un isolement sur milieu richeerant du tellurite pour inhiber la
culture des germes commensaux (milieu de Tinsdalmibeu GHT). Les colonies
suspectes apparaissent grises ou noires seloypks ©On les repique sur milieux
d'identification pour étudier les caractéres biothues.

Il faut aussi mettre en évidence la productionaéne : pour cela, on inocule un
cobaye avec une suspension de la souche isolémbsenver a l'autopsie les lésions
caractéristiques. On peut aussi effectuer la rebleetie la toxine par une réaction
d'immunoprécipitation en milieu gélosé en préseatige sérum antitoxique spécifique
(test d'Elek).

TRAITEMENT

Le diagnostic biologique de certitude demande plusijours et il est préférable de



commencer le traitement dés que le diagnosticusgtesté.

Le traitement curatif repose sur la sérothérapiii@mtérique qui doit étre instituée
rapidement car l'antitoxine n'a plus d'effets quianxine s'est fixée sur les cellules.
On utilise des doses de 40.000 a 100.000 Ul ingscsélon le classique protocole de
Besredka. On y adjoint une antibiothérapie par@#iinie ou érythromycine pour

détruire la source de toxine.

Le traitement préventif repose sur la vaccinatianlianatoxine, obligatoire en France
dans le courant de la premiére année. Elle néeesgifjections sous cutanées avec
rappel aprés un an puis tous les cing ans. Ellpresgue toujours associée
(vaccinations antitétanique, antipoliomyélitiqueti@eoquelucheuse...).

Plus de la moitié des
adultes n'ant plus de
protection contre la
diphtérie, qui est
réapparue sous farme
épidémigue dans
certains poys d'Europe
de I'Est.

15-39 ans 40 - 54 ans =Kl

Corynebacterium diphteriae : le
retour...

Corynebacterium diphteriae : immunité

Corynebacterium diphteriae

Angine a fausses membranes

Corynebacterium diphteriae : Gram +




Corynebacterium diphteriae : culture sur gélose awsang + tellurite

BACILLUS

Le genreBacillusest tres hétérogene et comprend au moins 36 esfggesont des
bacilles a Gram positif, formant des spores, mealskuBacillus anthracis

La classification la plus utilisée se fonde suiolane de la spore et distingue 3
groupes :

o bacillusa spore ovale non déformante,
o bacillesa spore ovale déformante,
o bacillesa spore ronde déformante.

HABITAT

LesBacillus sont ubiquitaires car leurs spores leur confamaptgrande résistance. On
en trouve dans les sols qui constituent le pringgservoir, dans I'eau de mer, dans
I'eau douce et sur les plantes. On en trouve égaiedans les aliments, et méme dans
les produits "stérilisés" alimentaires ou médicarmex a cause de la thermorésistance
des spores.

POUVOIR PATHOGENE

Bacillus anthracisest I'espéce la plus pathogene, responsable drb&tiaqui atteint
les animaux, mammiféeres (ovins, caprins), certaissaux (autruches, canards), des
insectes et leurs larves et occasionnellement hiem

Bacillus cereusccasionne des intoxications alimentaires maisi aetssurtout chez les
sujets fragiles, des septicémies, meéningites, filties respiratoires et des myonécroses.

Bacillus subtilis, licheniformis, sphaericasnt également impliqués au cours



d'intoxications alimentaires.

Certaines especes, entomopathogéBethurigiensis, larvaesont utilisées I'état de
spores sous forme de poudre répandue a la sudaceadix stagnantes pour détruire les
larves de moustiques.

BACILLUS ANTHRACIS

Le "charbon" est une maladie connue depuis l'aiéidplaies d'Egypte). Les
troupeaux de moutons sont ravagés mais la maleppd les bovidés ainsi que les
chevres.

« Des 1780Chabert décrit la maladie animale et insiste sur la cdioranoire
des organes des animaux charbonneux.

« En 1785Chaussierobserve chez 'homme la survenue de la pustuligneal

« En 1825Barthelemy réussit a transmettre la maladie a des animauns sai
inoculant du sang de malades.

« Vers 1850, I'ampleur des épidémies incite les &éta prendre des mesures et
une commission est créée dont fait pabévaine qui découvre dans le sang
des animaux atteints des petits batonnets matsseaement treize ans plus
tard, en 1863, qu'il établit que ces batonnetspuidnés bactéridies
charbonneuses, sont la cause de la maladie.

« En 1876 Koch réussit la culture de la bactéridie et observepeses.

« En 1881, la célébre expérience de Pouilly-le-Fortrd aPasteurla possibilité
de démontrer la responsabilité de la bactérie Bamaladie et I'efficacité d'un
vaccin constitué d'une souche de virulence attépageieillissement.

La bactérie

Bacillus anthracisst un grand bacille (5/1 um) a Gram positif. thfie une spore
centrale, ovalaire et non déformante qui n'esefoig pas toujours perceptible car la
sporulation n'est effective que dans des circogstaparticuliéres.

La culture est facile sur milieux usuels. La bdetést aéro-anaérobie facultative. Les
colonies obtenues sur milieux enrichis par du sétien atmospheére contenant 10%
de CO2 sont lisses parce qrapsuléesContrairement aux autres espéeces du genre,
Bacillus anthracisestimmobile.

Il est protéolytique, liquéfie la gélatine maispusseéde pas d'uréase. Il fermente
certains sucres (glucose, maltose, saccharose)atipde I'acétyl-méthyl-carbinol
(VP+) qui est un caractére utilisé pour la clasation dedBacillus
Il élabore une toxine comprenant trois facteursagissent en synergie :

« |, oedématogene

« Il, immunogéne et

- il létal.

Il possede divers antigenes : outre la toxine €factl), il existe un antigéne capsulaire



polypeptidique et un antigene somatique polysaddtigaie responsable d'une réaction
de précipitation en présence d'anticorps spécifidréaction d'Ascoli).

La maladie charbonneuse

- chez l'animal, le charbon frappe surtout les mammiferes herbiwet certains
oiseaux, occasionnant une infection septicémigpieleanent mortelle avec
oedeme hémorragique des muqueuses et exsudatsamgeoir par les orifices
naturels

« chez I'homme:

o laforme cutanée la plus fréquente, se manifeste par une lésigesin
au point de pénétration du bacille constituée dpwrstule noiratre
entourée de petites vésicules et rapidement trané®en escarre
nécrotique. L'infection évolue le plus souvent dange ni douleur ni
altération de I'état général et guérit spontanémemnteu de temps. Il
existe cependant des formes graves avec oedéme mali

o la forme pulmonaire due a l'inhalation de spores est exceptionnelle et
donne lieu a une pneumopathie aigué souvent mortell

o la forme gastro-intestinaledue a l'ingestion de viande contaminée ne
se voit que dans les régions déshéritées et ocresime diarrhée
sévere avec déshydratation et constitution d'essantestinales.

o la forme septicémiquefréquemment accompagnée d'une atteinte
meéningée est primitive ou complique I'une des famecédentes ; elle
est souvent mortelle d'autant plus qu'elle frapgseetiellement les
sujets fragilisés.

Physiopathologie

La virulence des souches pathogénes est due cinha la capsule qui protege la
bactérie de la phagocytose et d'autre part a Bugptmn de la toxine responsable des
oedémes hémorragiques.

C'est laspore qui pénétre dans l'organisme en traversant la pedes muqueuses
lésées et donne naissance dans les tissus auxsfoégeétatives. Une réaction
inflammatoire avec nécrose et thromboses vascalagaléveloppe et suffit souvent
pour contrbler l'infection. Dans les formes grawessuccedent envahissement
ganglionnaire, dissémination par voie sanguine@agmgation dans tous les tissus
tandis que la toxine charbonneuse produite en grgodntité occasionne un choc
toxique souvent mortel.

Epidémiologie

La maladie animale, rarement observée en Europi¢ ssétout aux Indes et en Afriqt
ainsi qu'au Moyen Orient et en Amérique du Sud.dpses persistent dans les sols et
les animaux se contaminent en broutant mais ladieaféest pas directement
transmissible d'animal contaminé a animal sain.

Hors contexte de bioterrorisme (comme fin 2001, d&A4), les contaminations
humaines sont presque toujours professionnellssretla cause de 20 a 100.000 cas



annuels dans le monde. Ce sont en majorité desfocotanées ; les formes graves
sont exceptionnelles.

Diagnostic biologique

On met en évidence la bactérie dans la sérositeddésules par culture ou dans le s
par hémoculture. Dans les prélévements plurimierdiselles ou expectorations, la
recherche est plus difficile et il est recomman@éirdiner la flore non sporulée par
chauffage a 80°C.

La culture est facile sur milieux ordinaires etrlarphologie, I'aspect des colonies et
les caracteres biochimiques permettent l'identifica

Contrairement aux autres espéces du genre, lekemuulentes dBacillus
anthracis méme a faible concentration, tuent le cobayea@olris en 24 a 48 heures.

La classique réaction d'Ascoli; qui est une réactie précipitation entre l'antigene
polysaccharidique de la souche et un sérum antichaeux, est peu sensible mais
assez speécifique.

Un sérodiagnostic est possible mais n'est utilepque vérifier I'efficacité de la
vaccination chez I'animal.

Sensibilité aux antibiotiques

Bacillus anthracisest sensible aux antibiotiques et a la péniciliinen particulier mais
il faut s'assurer que la souche n'est pas prodedie 3 lactamase.

Le traitement recommandé fait appel en le interdiotfluoroquinolones
(ciprofloxacine, ofloxacine ou levofloxacine). Ea idtention, apres isolement et
détermination de la sensibilité de la souche atibiatiques, on peut utiliser la
doxycycline ou I'amoxicilline. Le traitement dune @tal 8 semaines.

Prophylaxie

En France, une prophylaxie animale est possiblegasination (on ne sait pas si ce
vaccin peut étre utilisé chez I'homme). Les cadadf@nimaux morts de charbon
doivent étre enfouis sous chaux vive ou, mieuxnpgres.

A I'ndpital, les seules mesures préconisées ssmirkrautions standards (il n'y a pa:
transmission interhumaine du charbon). En cas desjd est recommandé d'interdire
les soins de conservation et de procéder a uneanib&re immeédiate.

Un vaccin humain inactivé est disponible aux USIngécessite 6 injections, la
protection n'étant obtenue qu'aprés les 3 premigjasions (faites a 0, 2 et 4
semaines). Il est produit en petites quantitésserlimité aux militaires (pour lesquels
il est obligatoire).



Bacillus anthracis : maladie charbonneuse

Bacillus anthracis : Gram +

Bacillus anthracis : culture




LACTOBACILLUS

LesLactobacillussont des bacilles a Gram positif habituellemearg &t allongés mais
pouvant se présenter sous des formes variée® ftament pas de spores et la plupart
sont immobiles. Leur sensibilité a l'oxygene esialde et ils ne possédent pas de
catalase. En culture, ils se développent lentemidatprésence de divers facteurs de
croissance leur est nécessaire.

On les trouve dans les produits laitiers et ilst $amgement utilisés pour leur pouvoir
fermentaire dans l'industrie agro-alimentaire. &lad font partie de la flore normale de
la bouche, de l'intestin ou du vagin (bacille del®dein). Rarement pathogeénes, ils ont
été mis en cause dans des endocardites et degatigpsibuccales ou pulmonaires.

NOCARDIA

LesNocardiasont des bactéries filamenteuses et ramifieeiePament alcoolo-acido
résistantes, elles peuvent étre colorées partaigee de Ziehl a condition de ne pas
trop insister sur le temps de décoloration. Ellgiwent lentement sur gélose au sang,
sur milieux de Sabouraud ou de Loewenstein. L'espgae esNocardia asteroides

On en trouve dans la nature, dans les sols ealeseat elles peuvent étre responsables
de suppurations pulmonaires (nocardioses) ou cesaiméycétomes).



GARDNERELLA VAGINALIS

Gardnerella vaginaligst un petit bacille & Gram positif facilement décable. Hote
normal de la flore vaginale, il peut occasionnes isections locales se manifestant
d'abondantes leucorrhées (vaginites).

L'examen microscopique des sécrétions suffit ppaiidgnostic car la culture est trés
difficile. Il montre I'absence de polynucléairesdisparition de la flore normale de
Doderlein, la présence d'amas caractéristiquésagddnerellarecouvrant les cellules
épithéliale (les "clue cells"). Dans cette florehmdogique, dedMobiluncuset des
anaérobies stricts sont souvent associéGaugnerella.

On traite ces infections par meétronidazole

MOBILUNCUS

LesMobiluncussont des bacillesnaérobies stricts mobiles, incurvés, paraissant
souvent négatifs a la coloration de Gram bien que paroi ait la structure des



bactéries a Gram positif.

lIs sont responsables de vaginites, souvent erciasiem a d'autres anaérobies et a
Gardnerella

Le métronidazole est parfois sans effet mampicilline ou érythromycine sont
efficaces.

AEROMONAS et PLESIOMONAS

Aprés avoir longtemps été reliés a la famille Wdsionaceaedu fait de leurs
caractéres phénotypiques, les gedyesomonasetPlesiomonasont actuellement
classés respectivement dans la familleA®monadaceaet desEnterobacteriaceae
sur la foi d'études génotypiques. Compte-tenu wies lparticularités phénotypiques
(bacilles & Gram négatif fermentatifs oxydaseIs){dnt I'objet d'un chapitre & part.

AEROMONAS
HABITAT

.Eaux stagnantes, eaux douces, eaux de mer recevapport d'eau douce, eaux
d'égouts.

.Sol, aliments contaminés : huitres, moules, ctagels, viandes (boeuf, porc, poulet),
légumes.



POUVOIR PATHOGENE
Surtout chez les amphibiens, reptiles et poissons.
Chez I'homme :

.pathogenes opportunistes infectant les plaiesléesipar de I'eau
contaminée ou de la terre.

.diarrhées aigués en été et automne (contactsgugd chez les enfants

.septicémies chez les immunodéprimés ou chez jes qarésentant des
atteintes de l'appareil digestif (contaminationagahe)

.cellulite ou ecthyma gangréneux a la suite d'uessoire lors d'une
baignade.

FACTEURS DE PATHOGENICITE

Production d'endotoxine, d'entérotoxines, d'héniiodgs de cytotoxines et de
protéases.

Capacité d'adhérer aux cellules.
DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE

Aeromonasest surout retrouvé dans les pus de surinfeceqgplales, les hémocultures
et les selles mais peut étre éventuellement rebBeatans d'autres produits
pathologiques..

.L'examen microscopique montre a I'état frais desllles mobiles, aprés coloration des
bacilles Gram négatif courts, trapus et isoléss sapsule ni spore.

.La culture est facile : les souches rencontréadieigue se développent sur les

milieux d'isolement habituels, a 30°C comme a 3B@.gélose nutritive, les colonies
sont rondes, bombées, lisses, régulieres, opadaspgect similaire a celui des
entérobactéries. Sur bouillon nutritif, la cultes abondante en 24 heures et le trouble
homogene.

.Les colonies suspectes sont testées pour leucitdpaélaborer une oxydase (+ pour
Aeromonas, - pour les entérobactéries).

.L'étude des autres caractéres biochimiques (esc@az en glucose, VP, ...) permet
ensuite d'identifier I'une des trois principalegeees dteromonagA. hydrophila, A.
caviae, A. sobrip

ANTIBIOGRAMME

.La résistance a la pénicilline est de regle ghlaamide de résistance a 8 antibiotiques
(ampicilline, kanamycine, streptomycine, spectinomg, sulfisoxazole, ticarcilline,



tobramycine, triméthoprime) a été mis en évidence.

.Les souches sont cependant en général sensilesraniosides, au chloramphénicol,
a la tétracycline, a I'acide nalidixique, au sukdinoxazole-triméthoprime, a la
rifampicine et aux C3G.

PLESIOMONAS
HABITAT

P. shigelloidesl'unique espece du genre, se rencontre danalesdauces, d'ou on
I'isole cependant moins souventAgromonaskElle est présente dans l'intestin de
nombreux poissons, batraciens et autres animaargafmoid ainsi que dans celui
d'animaux sauvages et domestiques (singe, chiat,atevre, bovin, porc, mouton,
volailles, vautours. Bien que cette bactérie netdemas pouvoir survivre plus de 24
heures dans l'eau salée, on la rencontre chenileaax marins (poissons, crustaces,
coquillages et surtout huitres).

POUVOIR PATHOGENE

La pathogénicité dB. shigelloidese manifeste sous 3 aspects principaux :
+ gastro-entérites
« septicémies
+ méningites

DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE

.On peut retrouvel. shigelloideslans les selles, les hémocultures, le liquide @éph
rachidien, exceptionnellement dans d'autres typgeélevements.

.L'examen microscopique direct montre des baailiebiles et, aprés coloration, des
bacilles Gram négatif, rectilignes, aux extrémagsndies, sans capsule ni spore.

.La culture est facile a 30°C comme a 37°C sunidigux nutritifs habituels.

.Les colonies suspectes sont testées pour leucitdpaélaborer une oxydase et, en cas
de positivité, les tests biochimiques sont pouisypour affirmer le diagnostic

(bactérie AATf, fermentant le glucose sans gaz, guaest une arginine dihydrolase, une
lysine décarboxylase et une ornithine décarboxyl@smentant l'inositol, indole +...)

.Sérotypage : théoriquement possible (50 antigénes17 antigénes H déterminent
107 sérovars)

ANTIBIOGRAMME

.Résistance habituelle a la pénicilline G, a l'afipie et & la carbénicilline
(production d'une beta-lactamase) et a I'érythroneyc

.Sensibilité habituelle au chloramphénicol, aura@gclines, au sulfaméthoxazole-



triméthoprime, aux nitrofuranes, a l'acide naligue, aux nouvelles quinolones, aux
polymyxines, a la céfalotine, aux C2G et C3G,maipenem et a I'aztreonam.

.L'activité des aminosides est irréguliére.

AEROMONAS et PLESIOMONAS

Apres avoir longtemps été reliés a la famille @éwionaceaedu fait de leurs

caractéres phénotypiques, les gedyeomonasetPlesiomonasont actuellement

classés respectivement dans la familleAlm®monadaceaet deEnterobacteriaceae

sur la foi d'études génotypiques. Compte-tenu wies lparticularités phénotypiques

(bacilles & Gram négatif fermentatifs oxydase Is){dant I'objet d'un chapitre a part.
AEROMONAS

HABITAT

.Eaux stagnantes, eaux douces, eaux de mer reecgvapport d'eau douce, eaux
d'égouts.

.Sol, aliments contaminés : huitres, moules, ctagsls, viandes (boeuf, porc, poulet),
légumes.

POUVOIR PATHOGENE
Surtout chez les amphibiens, reptiles et poissons.
Chez I'hnomme :

.pathogenes opportunistes infectant les plaiesléesipar de I'eau
contaminée ou de la terre.

.diarrhées aigués en été et automne (contactsgugd chez les enfants

.septicémies chez les immunodéprimés ou chez jes qarésentant des
atteintes de l'appareil digestif (contaminationagahe)

.cellulite ou ecthyma gangréneux a la suite d'uessoire lors d'une
baignade.

FACTEURS DE PATHOGENICITE

Production d'endotoxine, d'entérotoxines, d'héniiodgs de cytotoxines et de
protéases.

Capacité d'adhérer aux cellules.

DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE



Aeromonasest surout retrouvé dans les pus de surinfeceqgplales, les hémocultures
et les selles mais peut étre éventuellement rebbeatans d'autres produits
pathologiques..

.L'examen microscopique montre a I'état frais desllles mobiles, aprés coloration des
bacilles Gram négatif courts, trapus et isoléss sapsule ni spore.

.La culture est facile : les souches rencontréadieigue se développent sur les

milieux d'isolement habituels, a 30°C comme a 3B@.gélose nutritive, les colonies
sont rondes, bombées, lisses, régulieres, opadaspgect similaire a celui des
entérobactéries. Sur bouillon nutritif, la cultest abondante en 24 heures et le trouble
homogene.

.Les colonies suspectes sont testées pour leucitdpaélaborer une oxydase (+ pour
Aeromonas, - pour les entérobactéries).

.L'étude des autres caractéres biochimiques (esg@az en glucose, VP, ...) permet
ensuite d'identifier I'une des trois principalegeees dteromonagA. hydrophila, A.
caviae, A. sobrip

ANTIBIOGRAMME

.La résistance a la pénicilline est de regle ghlaamide de résistance a 8 antibiotiques
(ampicilline, kanamycine, streptomycine, spectinomg, sulfisoxazole, ticarcilline,
tobramycine, triméthoprime) a été mis en évidence.

.Les souches sont cependant en général sensil@esraniosides, au chloramphénicol,
a la tétracycline, a I'acide nalidixique, au sukdinoxazole-triméthoprime, a la
rifampicine et aux C3G.

CAMPYLOBACTER
CARACTERES BACTERIOLOGIQUES

Les bacilles du gent@ampylobactesont microaérophiles et Gram -.
Leur forme en batonnets incurvés en virgule ou amsi que leur
mobilité grace a un cil polaire les avaient faggsder dans le genre
Vibrio.

Trois espéeces deampylobactepnt un pouvoir pathogéne pour
I'nomme :C. fetus, C. jejuni/coletC. pylori (voir plus loin).

La culture de€€ampylobacterau laboratoire est délicate. Pour les isoler
d'une flore polymicrobienne (selles), il faut @#r des milieux sélectifs
contenant de nombreux antibiotiques et les incdbas I'atmospheére
pauvre en oxygene qui convient a ces germes miwphies.

HABITAT



L'origine des infections @ampylobacten’est pas bien connue. Certains
animaux (chiens, volailles,...) seraient resporesatie la contamination.
Dans d'autres cas, le lait et I'eau ont été inosi Il existe chez

I'nomme des porteurs sains.

POUVOIR PATHOGENE

Campylobacter jejuni/cok un pouvoir entéropathogene important. Il
est responsable d'entérites avec une fréequenceias ggale a celle des
SalmonellaTous les ages sont concernés, mais la maladpusst
fréquente chez les enfants vivant dans des conditithygiene
défectueuse. La maladie est rarement grave ettgpé&mtanément en
quelques jours.

Les formes septicémiques de campylobactériosedsmst a
Campylobacter fetu€lles touchent surtout des sujets affaiblis ou des
terrains particuliers : cirrhotiques, diabétiqussdiaques, femmes
enceintes...

SENSIBILITE AUX ANTIBIOTIQUES

L'ERYTHROMYCINE est l'antibiotique de choix pour traiter les
campylobactérioses digestives. lEampylobactedisparaissent des
selles en quelques jours (contre quelques sempmades sujets non
traités).

Parmi les autres antibiotiques, les TETRACYCLINES,
AMINOSIDES, le CHLORAMPHENICOL et 'AMPICILLINE ont
souvent une bonne activité.

HELICOBACTER PYLORI
CARACTERES BACTERIOLOGIQUES

Il se distingue des autr€&ampylobactepar trois particularités
morphologiques : sa taille est plus grande (3 a5¢|0,5 um), sa
ciliature peut étre lophotriche et sa forme est@me de boeuf ou en U.

Comme pour les autré&&ampylobactersa croissance se fait en
microaérophilie. En atmosphere humide et & 37°€ cdnies
apparaissent en 3-4 jours sur les milieux solidésasts : gélose
chocolat, TSA, Mueller-Hinton et Brucella-Agar. teoissance est



difficile ou nulle a 30°C, 40°C et en bouillonpibssede uneréase tres
active, qui peut étre mise en évidence a partipdeduits pathologiques
(biopsie de la muqueuse gastrique). La présenta lugctérie dans
I'estomac peut également étre recherchée par uth®deénon invasive,
un test respiratoire a l'urée marquée. Ce teseté@@n pharmacie par le
patient Helicobacter test InfaiLaboratoires Janssen-Cilag, AMM
1998), est effectué dans un laboratoire d'analysaticales selon le
protocole suivant : insufflation & jeun d'air damstube, puis ingestion
d'une briquette de jus d'orange (qui retarde lange gastrique) et de
mg d'urée marquée au 13C (isotope stable non td)qauis

insufflation aprés 30 mn dans un autre tube. Ufférdnce élevée du
taux de 13CO2 entre les 2 tubes, mesuré par spegtiie de masse,
signe la présencéHkelicobacter pyloricar ce germe transforme, grace a
son uréase, l'urée en gaz carbonique et en ammadmadiensif sensible
et spécifique, ce test est actuellement consid#me le meilleur
moyen de suivi apres traitement pour contrbleadlé&ation du germe.

POUVOIR PATHOGENE

Les mécanismes du pouvoir pathogénéidicobacter pylorisont
encore peu connus.

Helicobacter pyloris'est sélectionné une niche écologique, la muqueuse
gastrique, ou il n'y a pas de concurrence bactéeiefa morphologie
spiralée et sa grande mobilité lui donnent un agastans
I'environnement visqueux du mucus digestif.

Helicobacter pyloriest mis en cause dans la genese des gastrites, des
ulcéres et du cancer de I'estomac.

SENSIBILITE AUX ANTIBIOTIQUES

Helicobacter pyloriest sensible a IRENICILLINE,
I'AMPICILLINE, laGENTAMYCINE .

Il est peu sensible au METRONIDAZOLE et résistabA&IDE
NALIDIXIQUE et au COTRIMOXAZOLE.

Le traitement actuellement préconisé en France @@aiquer
Helicobacter pyloriest une trithérapie associant I'amoxicilline (200Q
mg/j) et la clarythromycine (2 x 500 mg/j) a uniiikeur de la pompe a
protons (oméprazole 2 x 20 mg/j) pendant 14 jours.

PSEUDOMONAS

Le genrePseudomonasle la famille de®seudomonaceammprend une soixantaine
d'espéces pouvant répondre a la définition suivante



bacilles a Gram négatif

aérobies stricts

capables de se multiplier sur milieux usuels

mobiles par ciliature polaire (saBseudomonas mallei
possédant une oxydase

incapables de fermenter le glucose

pouvant produire des pigments

HABITAT

LesPseudomonasont des bactéries ubiquitaires que I'on rencatans les sols, sur
les végétaux et surtout dans les eaux douces @tgnabe nombreuses souches
pouvant se développer a basse température (sopspewophiles) contaminent les
denrées alimentaires ou produits pharmaceutiqueseceés au refrigérateur.

On peut occasionnellement les isoler de la flotesitinale de I'homme ou de I'animal
mais leur capacité a résister a de nombreux atitjnes et antiseptiques explique leur
présence de plus en plus fréquente en milieu Fadgpitlls se comportent comme des
pathogénes opportunistesouvent a l'origine ifections nosocomiales

TAXONOMIE (Stanier, Palleroni, De Vos, De Tey)
Les espéces sont reconnues selon différents &ritere

les caracteres biochimiques

les possibilités d'assimilation de substrats catbgauxanogramme)

les besoins en facteurs de croissance

I'analyse des profils de restriction des genes ARRN ribosomal) permettant un
classement en 5 groupes (I a IV) et en non groegabl

PRINCIPALES ESPECES

Pseudomonaaeruginosa(espéece type
Pseudomon: putida
Pseldomonadluorescens
Pseudomonz stutzeri
Pseudomon: mendocina
Pseudomon: pseudoalcaligenes
Pseudomon: cepacia
Pseudomon: pseudomallei
Pseudomon: mallei
Pseudomonz pickettii
Pseudomon: solanacearum
Comamonascidovorans
Comamonasestosteroni
Pseudomon: diminuta
Pseudomon: vesicularis
Pseudomon: paucimobilis
Pseudomont fragi

Pseudomoni: mesophilica



Pseudomon: nautica
PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Pseudomonas aeruginosa (Ps.a) ou bacille pyocyagifpacille du "pus bleu") est
de loin, dans le genre Pseudomonas, I'espece l& il@quemment isolée en
bactériologie médicale. Commensal du tube digestifis peu abondant chez le sujet
sain, il occasionne de nombreuses infections chez dujets fragilisés. Il est a
I'origine de 10% des infections nosocomiales.

CARACTERES BACTERIOLOGIQUES

Morphologie

Ps.a est un bacille a Gram négatif, non sporulégrmobile grace a un cil polaire.

La membrane externe contient des porines dont lentoe et la taille, susceptibles de
varier, conditionnent la perméabilité aux antibiafues. La structure du LPS
(lipopolysaccharide) de cette membrane est égalenrés hétérogene.

Culture

La culture est facile sur milieux ordinaires. Ellse fait strictement en aérobiose. La
température optimale de croissance est 30°C maisstauches d'origine humaine,
réputées pathogénes, supportent des température glevées et se développent
jusqu'a 41°C, contrairement aux souches de I'envireement. Une odeur
caractéristique de fleur de seringa s'exhale destares.

Un milieu sélectif contenant un dérivé d'ammoniunugternaire : le cétrimide ou
CétavionR (bromure de N-cetyl-N-N-N trimethylammamn) et de I'acide nalidixique
permet l'isolement de Ps.a de prélevements plurhotdens.

Pigments

Ps.a produit deux pigments qui diffusent dans lelieu de culture : la pyocyanine,
bleu vert, soluble dans le chloroforme et la pyoseie, jaune vert, fluorescent et
soluble dans I'eau. Il existe de rares souches prsdnt d'autres pigments (noir ou
rouge) mais surtout 10% de souches sont non pignéest La production de pigmer
est favorisée sur les milieux de King "A" pour laypcyanine et "B" pour la
pyoverdine.

Caractéres biochimiques

Ps.a n'est pas capable de fermenter les sucres maig les attaquer (le glucose en
particulier) par voie oxydative, entrainant une afification du milieu. Les milieux
MEVAG (Milieu pour I'Etude de la Voie d'Attaque deSlucides) ou de Hugh et
Leifson sont spécialement destinés a mettre cettgppeté en évidence.

Comme la plupart des Pseudomonas, Ps.a possed@xysdase.



D'autres caractéres sont utiles pour le diagnostiespece :

Indole -, urée -, TDA - (tryptophane-désaminase)?28l-, gélatine +
ONPG - (orthonitrophényl-galactose)

Nitrate-réductase +

LDC - (Lysine-décarboxylase), ODC - (Ornithine-débaxylase), ADH + (Arginine-
deshydrogénase).

Ps.a est capable d'utiliser de nombreux substragbonés comme seule source de
carbone et d'énergie : glucose, acide lactique,decacétique, arginine, mannitol,
citrate, malonate ... La réalisation d'un test d'similation des substrats carbonés ou
auxanogramme est utile pour reconnaitre l'espéceligterencier les biotypes..

Génétigue

Ps.a possede de nombreux plasmides transférables@ajugaison ou par
transduction et la plupart des souches sont mulibgénes ; ceci explique les
nombreuses variations génétiques qu'on observe daspece avec pour
conséguence, en particulier, la fréquence des sagpolyrésistantes aux
antibiotiques.

Facteurs de virulence : Enzymes, Toxines

Ps.a produit de nombreuses substances diffusibl@stdia plupart ont des effets
toxiques.

- I'exotoxine A, composé protéique le plus toxiqyepduit en quantité trés
variable selon les souches. Elle présente des #imdiés de structure et de
mode d'action avec la toxine diphtérique mais naupétre transformée en
anatoxine

- I'exotoxine S, moins toxique, surtout présentengaes souches responsables
de pneumopathie

- des protéases (protéase, élastase, collagénaassear faible toxicité mais
occasionnant néanmoins des dégats tissulaires

- des hémolysines, glycolipide et phospholipaseg@sant en synergie
- une cytotoxine, de structure protéigue, altérdas leucocytes

Toxines, enzymes, endotoxine du LPS, pili mais ags$erophores et slime
constituent des facteurs de virulence.

Marqueurs épidémiologiques

Quand plusieurs infections dues a une méme espeedrienne surviennent dans



un service hospitalier, il faut vérifier s’il s’agid’une épidémie ; dans ce cas la méme
souche est a l'origine de toutes les infectiondattes les bactéries isolées possédent
les mémes caractéristiques. Certains éléments phgmques, suffisamment
discriminants, peuvent, dans ce but, étre utilisgsnme "marqueurs
épidémiologiques”. En ce qui concerne Pseudomonasuginosa, ces marqueurs
sont nombreux.

- Sérotypie :

Il existe chez Ps.a un antigene somatique O thertabke dont on
connait actuellement 20 variants. Ces antigenestdarbase d'une
classification sérologique (Habs). On ne dispose,patique
courante, que de 16 antisérums spécifiques anti @:0:16. Ces
sérums sont également présentés sous forme degmuknart chacun
4 antisérums et désignés A, C, E, F.

Il existe des souches non sérotypables parce gesetiont de type R,
muqueuses, non agglutinables ou poly- agglutinables

Les sérotypes O:6 et O:11 sont les plus fréquemnmssiés en
bactériologie médicale. Le sérotype O:12 est sotivers résistant aux
antibiotiques.

- lysotypie :

Ps.a est trés facilement lysé par des bactériopkagida sensibilité des
souches a l'effet lytique d'une batterie de ces gha permet de
distinguer des lysotypes.

- bactériocinotypie :

Ps.a produit des bactériocines (pyocine ou aérugine) douées d'un
effet bactériostatique a I'égard d'autres souchddn peut tester les
pyocines produites par la souche étudiée vis adésouches de
référence ou au contraire tester I'effet des pyoesnd'une souche
connue sur une souche inconnue.

- biotypie.
Pigmentation, hydrolyse de la gélatine, test ONR{Ssimilation de
I'arginine sont des caracteres qui permettent dstitiguer des biotypes
au sein de l'espéce.

- antibiotypie.

La similitude des résultats de I'antibiogramme est bon argument
pour suspecter l'identité de plusieurs souches é&d.

HABITAT



Ps.a est une bactérie aguaphile. On l'isole des»da toutes provenances : eaux de
riviere, d'égouts, de piscine, de mer, eau potabkix minérales ou thermales, eaux
déminéralisées ...

On la trouve également sur les végétaux, légumeatades, fruits ou fleurs.

Elle peut enfin contaminer le matériel hospitalienotelier (robinetterie), médical
(sondes, trocarts, cathéters) ou chirurgical (inginents, matériels de prothése), les
solutions antiseptiques, les solutés injectabless groduits médicamenteux ou
cosmetiques.

POUVOIR PATHOGENE

Ps.a a toutes les caractéristiques d'un germe opyaiste : il est peu virulent pour
les sujets en bonne santé mais tres pathogene fegisujets immuno-déprimés.

En pratique médicale, on l'isole de préléevementsiga : urines, selles,
expectorations, suppurations diverses, lésions oées, sang ....

Infections cutanées

Folliculites, périonyxis, intertrigo, pyodermite tites externes, sont des conséquences
possibles de bains en eau souillée.

En milieu hospitalier, les surinfections de plaiehirurgicales, traumatiques,
ulcéreuses, d'escarres ou les surinfections dedaside brilures sont
particulierement redoutables.

Infections iatrogénes

Diverses infections a Ps.a sont secondaires a @@sssinfirmiers ou a des
manoeuvres instrumentales : otites moyennes ou s, méningites chez les
porteurs de valves de dérivation du LCR, endocasliaipreés chirurgie cardiaque,
ostéoarthrites apres injections intraarticulairesiahirurgie orthopédique, infections
urinaires apres interventions urologiques ou surrste a demeure.

Bronchopneumopathies

Elles sont fréquentes chez les malades atteintsndeoviscidose, cancer, leucémie,
pneumopathie chronique, diabéte et chez les tradhéuosés.

Infections oculaires

Elles sont particulierement graves et peuvent éwsluers la panophtalmie qui donne
lieu a une fonte purulente de I'oeil. Elles sontm®écutives a des interventions
ophtalmologiques ou a l'usage de collyres ou ligegdde nettoyage de lentilles de
contact souillés par le germe.

Infections digestives



Ce sont des entérites aigués apres usage prolora#ibiotiques par voie orale ou
apres absorption d'eaux contaminées.

EPIDEMIOLOGIE

Le milieu naturel de Ps.a est I'eau, les sols huesdet les végétaux. Dans les
habitations et a I'hdpital, on peut trouver la basie dans tous les réservoirs et
conduites d'eau.

Chez I'hnomme en bonne santé, on trouve assez peRsgeidomonas (de 2 a 10% de
porteurs selon les sites de I'organisme) tandis ghez les hospitalisés ce taux peut
atteindre 50% sur certains sites et 60% sur lesgdade brhlures ou d'escarres. Bien
entendu, ce sont essentiellement les sujets immdéprimés qui auront a patir de
cette colonisation.

A I'népital, Ps.a est un germe dangereux parce ¢8'y trouve en grande quantité et
gu'il y rencontre beaucoup de sujets sensibles.fhdae densité de ce germe est due a
la pression de sélection exercée par les antibiodis; Les Pseudomonas sont avec les
staphylocoques et les entérobactéries les bactéeeplus souvent responsables
d'infections nosocomiales. Les marqueurs épidémgitpes (sérotypes, biotypes,
antibiotypes et autres) sont évidemment trés utjesir mener a bien les enquétes a
la recherche d'une source de contamination hospiéaé.

La principale source de contamination est la floemdogéne des malades eux-mémes
mais I'environnement est également incriminé. L'eaes vases de fleurs, les plantes
en pot, les fruits et léegumes consommés crus, Esxales éviers, des siphons, les
aerosols a visée thérapeutique ou créés par desipudations de récipients

contenant des liquides, les humidificateurs, leduidmns "antiseptiques” sont des
sources potentielles.

La transmission d'un malade a un autre est souveminuportée ou iatrogene,
surtout par les cathéters, sondes, canules, masquekinettes pour
oxygénothérapie.

PATHOGENIE - IMMUNITE

Ps.a est un germe opportuniste responsable de gatiie nosocomiale chez les sujets
fragiles surtout (insuffisants rénaux, insuffisantsespiratoires, diabétiques,
cancéreux, leucémiques, paraplégiques, sujets agpérés, bralés, porteurs
d'escarres, malade des services de réanimation ®@sains intensifs et
immunodéprimés...).

Colonisation, invasion, dissémination et diffusiates toxines sont les étapes de la
pathogenese de l'infection.

Adhésines, fimbriae et slime favorisent la coloniigea des cellules épithéliales de la
peau et des muqueuses facilitée encore par la opioe, facteur leucopéniant, qui
s'oppose a la phagocytose.

Protéase, élastase, hémolysine (phospolipase @tosine A altérent les tissus et



détruisent le complément, les immunoglobulinesafibronectine (protéine qui
protége normalement les cellules épithéliales delliérence bactérienne). Dans le
poumon, la phospholipase C détruit le surfactantfstance de revétement
endoalvéolaire qui facilite la réplétion gazeusesappose a la transsudation des
fluides capillaires). Toutes ces actions conduis@nine nécrose tissulaire et
facilitent l'invasion de I'organisme par la bactégi

Lors de la phase de dissémination, I'exotoxine A'ehdotoxine du LPS sont
responsables de la survenue d'un état de choc parfies grave.

Les sujets sains se défendent bien contre une ashation faible grace aux moyens
I'immunité non spécifique (phagocytose et complér)anais ils peuvent étre
accidentellement infectés par inoculation ou ingest massive. Si la souche est
virulente, a forte capacité d'adhérence aux cellslde la peau et des muqueuses, les
moyens de défense naturels sont débordés, l'infecte développe et se généralise
avant qu'une immunité spécifique (anticorps opsoaigs et antitoxines) puisse
s'installer.

DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE
- culture

Ps.a se développe facilement sur milieux ordinaisgsaérobiose stricte. La culture
est possible a 41°C. Il est mobile grace a un cilgire. Pour les prélevements
plurimicrobiens ou surtout pour les isolements arngades liquides en hygiéne
hospitaliere ou pour le contrdle des eaux, il estrbd'utiliser le milieu sélectif au
cétrimide.

Sur les milieux électifs pour entérobactéries, drie des colonies "lactose -". Le
milieu de Kligler en particulier apparait rouge esurface (lactose -) et inchangé en
profondeur (pas de culture en anaérobiose et pagpdmluction d'H2S). En surface,
la culture présente des reflets métalliques assexateurs.

La production de pigment (pyocyanine et pyoverdifeilite grandement le
diagnostic. La production de pyocyanine suffit mémedentifier I'espece mais
rappelons que 5 a 10% de Ps.a sont non pigmentd®eproduisent un pigment
rouge ou noir.

L'odeur de seringa des cultures est également cégstique.

- caracteres biochimiques

La production d'oxydase est un caractéere d'orientat important. Les autres

caractéres biochimiques, signalés page 3 apporterg confirmation au diagnostic.

Au besoin, l'auxanogramme permet de différencieedpéce dans le genre.
Aérobiose stricte, mobilité, pigment vert, oxydase

et non fermentation de sucres sont des éléments
d'identification importants



- sérotypage

Le sérotypage des souches par les antiséerums GDL1% doit étre entrepris mais 5 a
10% des souches ne sont pas typables par cettaigad.

- sérodiagnostic

Il n'a guére d'intérét dans les infections aiguéarclisolement de la souche est facile
mais peut étre intéressant pour différencier undewation chronique d'une
colonisation occasionnelle, en particulier pour lesalades atteints de mucoviscidose.
On cherche les anticorps par électrosynérese, gahhique ELISA ou par western-
blot en présence d'une "soupe" antigénique, consge d'un ultrasonat d'un

mélange de cultures de plusieurs sérotypes.

SENSIBILITE AUX ANTIBIOTIQUES

Ps.a est réputé pour sa resistance aux antibiotisjgei pose de sérieux problémes
thérapeutiques et favorise sa dissémination en enilhospitalier. La résistance
naturelle du bacille pyocyanique releve d'une mais@perméabilité de la membrane
externe et de la production constante d'une bétatamase inductible.
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Les résistances acquises sont dues a une imperniigabccrue de la membrane
externe (modification des porines) ou a la prodweiid'enzymes inactivantes. Ces
deux mécanismes peuvent coexister et conjugueridewss effets.

- résistance acquise aux bétalactamines

Elles sont fréquentes par production de pénicillisainactivant la ticarcilline, les
acyluréidopénicillines, la cefsulodine et le céfapgone ou par dérépression de la
céphalosporinase naturelle, ce qui inactive toutes bétalactamines sauf I'imipénem
ou encore par imperméabilité, soit sélective paimipénem soit étendue a d'autres
bétalactamines

. résistance acquise aux aminosides

L'amikacine (A) est la plus active (95% des souchgsivie de la netilmicine (N) puis
de la tobramycine (T) et de la gentamicine (G). l@#notypes de résistance
possibles sont G,GT, GTN, GTNA et rarement TNA.

Pratiguement, on peut presque prendre pour vrai ¥98es cas) que toute souche
sensible a la gentamicine est sensible a tous lagasides (sauf la kanamycine) et
gue toute souche résistante a I'amikacine est rigsige a tous les aminosides.

. résistance acquise aux quinolones

C'est la ciprofloxacine qui est la plus efficacenig résistance par mutation de la
cible (ADN gyrase) ou par imperméabilité se mantieslans 15% des cas.

. résistance acquise a la fosfomycine

La fosfomycine est un bon antibiotique antipyocygoe de deuxiéme intention. Les
résistances sont dues a une diminution de la pertibi. Il ne faut jamais I'utiliser
seul pour éviter I'émergence rapide de mutants sésints.

PRINCIPES DE TRAITEMENT - PREVENTION

Une infection a Ps.a ne doit jamais étre traitée minothérapie. On recommande
d'associer en premiere intention I'amikacine a uma@pyocyanique majeur
(ceftazidime, céfépime, imipénem, aztréonam, cifpwécine ou fosfomycine) et de
n'utiliser d'autres molécules que si I'antibiogramenconfirme leur activité :

ticarcilline (associée a un inhibiteur de bétalactease si la souche est productrice de
pénicillinase), acyluréidopénicilline, cefsulodineu céfopérazone.

Une sérothérapie utilisant des IgG hyperimmunes @es anticorps monoclonaux a
été proposée (Pennington, 1990) de méme gu'une imation antipyocyanique

parfois couplée a une vaccination antistaphylocapee pour tenter de prévenir les
redoutables surinfections et septicémies chez lemds brilés ou les malades soumis
a des traitements immunosuppresseurs. Les vacaabuylaires ou acellulaires,
utilisent le LPS et I'antigene O qui sont immunoges. lIs ne sont plus utilisés.

Le P.s.a étant I'un des premiers responsables dgtfons nosocomiales en France,



une prévention indispensable s'impose en outre ptaus les services hospitaliers et
comprend des mesures d'hygiéne générale et indigildy la désinfection des locaux,
I'isolement de malades fragiles et une asepsie vigguse dans la pratique des soins.

AUTRES PSEUDOMONAS

Un bacille & Gram négatif qui se développe facilenseir milieux usuels, aérobie
strict, mobile et incapable de fermenter les supeeg appartenir au genre
Pseudomonad.a production, presque constante, d’'oxydéiedeur caractéristique des
cultures et la présence de pigments sont aussirileses d’orientation trés probants.

Les résultats des tests biochimiques et de I'aux@mome qui étudie I'assimilation de
divers substrats comme source de carbone et diénarisent le diagnostic d’espece.
Des galeries miniaturisées, parfois automatisabdesitent grandement la démarche
diagnostique au laboratoire.

HABITAT ET POUVOIR PATHOGENE

Les différentes espéces du geRseudomonasont des saprophytes des eaux et des
sols. On les rencontre dans I'environnement hdigitades fréquences variables selon
les lieux. Chez les malades, ils se comportent cemi@s contaminants ou des
pathogéenes opportunistes quand ils sont introéuaitgrande quantité dans l'organisme
et ceci d'autant plus facilement que les défensdhidte sont diminuées. lls sont
souvent en cause dans de petites épidémies darfectosocomiales localisées a un
service ou a un hopital.

Les especes les plus fréquemment rencontrée$sentiomonafiuorescens, putida,
cepacia, Xanthomonas maltophikaa un moindre degr@seudomonas stutzeri,
pseudoalcaligenest acidovorans.

Certaines espéces ont un pouvoir pathogéne ouadastéres particuliers (voir ci
dessous).

SENSIBILITE AUX ANTIBIOTIQUES

LesPseudomonasont réputés assez résistants aux antibiotiqestautefois de
grandes disparités selon les espéces.

+ Sont assez sensibleBs. stutzeri, pseudoalcaligenes, testostroni, rlima,
vesicularis,
« Sont polyrésistants Ps. fluorescens, putida, cepacia, pickettii, avim@ans,
diminuta.
L’antibiotype constitue une aide au diagnostic pé=.

PSEUDOMONAS MALLEI



C’est le bacille de lanorve. La morve est une maladie, devenue trés raregttpint les
solipédes (cheval, ane, mulet) et accidentellerfigminme par contact direct avec les
animaux. Elle se manifeste par des lésions cutatdasqueuses (mugueuse pituitaire
surtout) sous forme d’abces. Chez 'homme, on ofesges formes septicémiques,
parfois foudroyantes et des formes respiratoires abces.

La bactérie estnmobile, réputée sensible aux antibiotiques et aux sutfami C’est
un parasite strict de I'animal et occasionnellententhomme qui ne se rencontre pas
dans la nature.

PSEUDOMONAS PSEUDOMALLEI

Appelé aussbacille de Whitmore, Pseudomonas pseudomaksit responsable de la
mélioidoseou pseudomorve.

La maladie frappe de nombreuses espéces animh&&ux, bovins, ovins, caprins,
porcins et petits rongeurs sauvages. Elle peutsomuaellement toucher ’lhomme. Son
expression clinique est tres variable : formes foyantes septicémiques, formes
septicopyohémiques avec bactériémie et localisatitstérales dans les poumons, les
reins ou le foie, formes chroniques avec abceséstasseux, pulmonaires ou
hépatiques et méme formes inapparentes. Avant b@bfjsolait le germe que dans
I’Asie du sud-est, sa niche écologique étant I'dasirizieres. Entre les années 1950 et
1970, sans que I'on sache pourguoi, (guerre dunaét ou meilleures connaissances
bactériologiques ?) on I'a trouvé dans les solsitdam(zoos, porcheries, écuries,
maneges, fumiers, points d’eau et méme piscinedjffdeents continents. En France,
une épidémie a éclaté en 1976 chez les animauaxrdmn jdes Plantes a Paris puis en
1978 chez les chevaux d’'une écurie en Mayenne 988, 4 souches ont été isolées en
France (chez une femme cambodgienne rescapéeasthymde réfugiés, chez un singe
importé frauduleusement de Java, chez un cavatieme d'une fracture ouverte apres
une chute de cheval et chez un nouveau-né hospitlihopital Saint Antoine a
Lille...). Le germe parait donc beaucoup plus ubajtetqu'on ne le pensait
classiquement.

La bactérie est mobile, capsulée, non pigmentéecultures exhalent une forte odeur
de truffe. Ses activités métaboliques sont nomieeusposseédeas antigenes O (LP:
et des antigenes H et de surface permettant udiagrmstic. L’inoculation a la souris
permet d’évaluer le pouvoir pathogéne de la souche.

Les antibiotiques actifs sont les cyclines, le cdataphénicol, les aminosides mais les
bétalactamines sont peu efficaces.

STENOTROPHOMONAS MALTOPHILIA

Stenotrophomonas maltophiliggx Xanthomonas maltophiljast un bacille a Gram
négatif, aérobie strict, a ciliature polaire muitihe ne fermentant pas les sucres mais
attaguant par voie oxydative certains d’entre d@wengarticulier le maltose. La
présence de méthionine dans les milieux de cudisirendispensable a sa croissance.
Absence d'oxydase, présence de lysine-décarboxyilpséfaction de la gélatine et
hydrolyse de I'esculine sont les caracteres lesygiles a son identification.



C’est une bactérie ubiquitaire que I'on trouve dassaux, les sols et sur les plante
I'hépital, elle peut contaminer les points d’eatdnets, siphons), les matériels
meédicaux ou liquides antiseptiques. Difficile addqaier a cause de saultitrésistance
aux antibiotiques (notamment aux carbapénems), elle est souverinsaple
d’infections nosocomiales

ALTEROMONAS ou SCHEWANELLA

Les bactéries du genkdteromonassont des bactéries marines qui ne se développent
gu’en présence de fortes concentrations salinetdtias halophiles) ... sauf
Alteromonas putrefaciengui est halotolérante : elle supporte mais n’exigs la
présence de NaCl.

De nombreux caractéres distinguant I'espateefaciengdes autreglteromonaset
desPseudomonan a créé un nouveau genfgchewanella Schewanella
putrefaciensest une bactérie ubiquitaire assez sensible aibi@iques, présente dans
I'environnement et pouvant occasionner, chez I'heptas abces, otites, ostéites et
bactériémies. Elle est mobile, aérobie préférdatieionc capable d'une faible
croissance en anaérobiose. En culture, elle répaadorte odeur de pourriture (d’ou
son nom). Elle est non fermentante, posséde ungagey une ornithine-décarboxylase
(ODC+) mais surtout une thiosulfatase trés acti2S+) donnant des colonies noires
sur milieu de Kligler et pigmentées en rose-sauswiygelose ordinaire.

Dotée d’un fort pouvoir protéolytique et lipolytigLSchewanella putrefacierest un
agent d’'altération des denrées alimentaires.

AGROBACTERIUM

Ce sont des bactéries phytotropes, formant desutsnebez les plantes
(Agrobacterium tumefaciepdont un pathovar dénommégrobacterium radiobacter
peut étre isolé chez I'homme.

ALCALIGENES

Le genreAlcaligenescomprend de nombreuses especes saprophytes ugliea
trouve dans I'environnement et qu'on peut isolezdthomme. Ce sont des bactéries
aérobies strictes, mobiles par cils péritricheydase +.

BALCALIGENES FAECALIS

Occupe la méme niche écologique quelssudomonassensible aux antibiotiques,
Alcaligenesn’'a pas de pouvoir pathogéne particulier maipa&sois isolée de
préléevements humains a I'hdpital.

BMALCALIGENES DENITRIFICANS subspDENITRIFICANS et
XYLOSOXIDANS

Ces especes sont beaucoup plus résistantes abiotauies, surtout la sous-espece
xylosoxidansElles sont isolées comnfi@ecalisen milieu hospitalier. La sous-espéce
xylosoxidangest plus souvent responsable d’infections noscales\gudaecalis



BALCALIGENES PIECHAUDII
Cette espéce est rarement isolée.
FLAVOBACTERIUM

LesFlavobacteriumsont ainsi appelés parce que certaines souchepigarentées en
jaune pale. Ce sont des bacilles a Gram négatdbas strictsimmobiles. On les
trouve dans I'environnement, dans les eaux, lss dahs les aliments et dans
I'environnement hospitalier. lls sont non fermetgaattaquent le glucose par voie
oxydative et possedent une oxydase. lls produtbetiindole et possedent des
enzymes protéolytiques (gélatinase).

lIs sont généralement trés résistants aux antijie mais, paradoxalement, sont
sensibles aux macrolides et a la rifampicine.

Flavobacterium brevgathogéne opportuniste, est parfois isolé deesrides
sécrétions vaginales, de suppurations diversescepgonnellement d'hémocultures.

Flavobacterium meningosepticuest redoutable car il est responsable de ménieite
septicémis gravissimes en néonatalogie.

ACINETOBACTER

Séparé du genre ancien et confusAldwomobacteen 1954 (Brisou et Prévot) et
défini en 1983 (Bouvet et Grimont), le gerdreinetobacteccomprend actuellement 12
especes dont :

wmAcinetobacter calcoacetic
wmAcinetobacter baumani
wAcinetobacter haemolytic
mAcinetobacter jun
mAcinetobacter johnsor
mAcinetobacter Iwoff

Ce sont des bactéries ubiquitaires avec cependdaires particularitéshaumannii
est I'espéce " hospitaliere " typmlcoaceticugest souvent isolée des sgthnsonii
fait partie de la flore cutanée normale de I’'homme.

La morphologie deécinetobacteest tres caractéristique, mélangeant diplobacilles
principalement, diplocoques et rares formes longai€xram négatif (avec parfois
quelques difficultés de décoloration), toutes ceses sonimmobiles.

La culture est facile sur les milieux courantswatrailieux spéciaux pour
entérobactéries. Les caractéres biochimiques gotade - , nitrate - , oxydase - (ce qui
les différencie debleisseriaet desMoraxellaqui ont une morphologie identique),
catalase +. Pour l'identification des espéceseorgéfere a différentes propriétés :
possibilité de culture & 37, 41 et 44°C (deaimanniise développe a 44°C), oxydation
du glucose, hydrolyse de la gélatine et résultdiadeanogramme.



Les marqueurs épidémiologiques utiles sont leyped, les lysotypes, les sérotypes,
les antibiotypes et les profils électrophorétiqdes protéines traitées par le dodécylate
de sodium.

Acinetobacter baumannét, a un moindre degré, les autfesnetobactersont des
bactéries qu’on isole en milieu hospitalier de gvéments effectués chez des malades
des services de réanimation ou de soins intensifs.

C’est la bactérie "médicale"” la plus résistante auantibiotiques.

HAEMOPHILUS

LesHaemophilussont des coccobacilles a Gram négatif, appardissanent
polymorphes dans les produits pathologiques, imlasbinon sporulés, aéro-
anaérobies facultatifs, exigeant pour se multiples facteurs de croissance présents
dans le sang.

FACTEURS DE CROISSANCE

+ le facteurV
Le facteur V, thermolabile, est constitué par :

. soit duNAD (nicotinamide adénine dinucléotide) D®@N
(diphosphonucléotide) atbenzyme |

. soit dJuNADP (NAD-phosphate) o PN (triphosphonucléotide) ou
coenzyme I

Ce sont des coenzymes des deshydrogénases gprésantes dans les
globules rouges, dans les tissus animaux et végétathez la plupart des
bactéries

+ le facteur X
Le facteur X, thermostable, est constitué par I'ménfou hématine) qui est un
compose tétrapyrrolique contenant du fer, dérivéhdenoglobine et des
enzymes de la chaine respiratoire (cytochromelasstaperoxydase). En
présence de fer, I’hémine peut étre remplacéeagamotoporphyrine

MILIEUX DE CULTURE



Les milieux convenant pour I'isolement déaemophilugdoivent contenir, selon les
especes, soit le facteur X, soit le facteur V enitore les deux facteurs. La base des
milieux est donc constituée d’'un bouillon ou d'\g&ose ordinaires enrichis par les
facteurs de croissance.

Le sang frais ne convient pas car le facteur Yaglobulaire, ne diffuse pas dans le
milieu et surtout parce que le sang contient un®bige.

Le sang chauffé a 75°C, ou " sang cuit " apporddeteurs X et V : I'hnémine est
thermostable et la NADase est détruite a cette éeatypre Le chauffage doit cepende
étre modéré car le NAD ne résiste pas au dela @&C10

La gélose au sang cuiest aussi appel@glose chocolat'chocolate agar ") a cause de
la couleur que lui donne le sang dénaturé.

" L'extrait Fildes " est une digestion peptique de sang de moutoteant les
facteurs X et V. Il permet d’obtenir des milieugnsparents.

Certaines bactéries (comrBeaphylococcus aureuproduisent une grande quantité de
NAD : la culture desiaemophiluexigeant les facteurs X et V est possible surggélo
au sang frais (qui fournit le facteur X) le longidé strie de culture d&taphylococcus
aureus(qui fournit le facteur V) : c’est Iphénomeéne du satellitisme

L’extrait de levure contenant du NAD ou du NADP sstirce de facteur V.

Les concentrations finales en facteurs X et V rgamess dans les milieux varient, selon
les especes, de 0,5 a 25 mg par millilitre.

On peut utiliser, pour I'isolement, des milieuxesgifs contenant des antibiotiques
(bacitracine, vancomycine).

CLASSIFICATION

Le classement des différentes especkisemophilugepose sur les exigences en
facteurs de croissance et sur des caractéres timghgs (tableau I).

Tableau |
Besoin Besoin en | Oxydase | Catalase | Uréase | In
en facteur V
facteur
X
fluenzae + + + + (+)
ilemolyticu: + + + + (+)
wainfluenzas O + + \% (1)
waphrophilus O + + 0 O




H. segnis O + O O O O
H. aphrophilus + O O + O O
H. haemoglobinophilus + O + (+) O +
H. ducreyi + O O O O O

[ oul] : caractere positif ou négatif chez toutes leskes, (+) oul(
) : caractére positif ou négatif chez la majoréé douches, V : caractere
variable

HABITAT

LesHaemophilugont partie de la flore des muqueuses de 'homnae enombreux
mammiféres et oiseaux. On n’en trouve pas danatlae

Chez 'homme, quatre écosystémes les accueillentharynx, la bouche, la plaque
dentaire et, a un degré moindre, I'intestin etpail urogénital.

Pouvoir pathogéne

Haemophilus influenzaest, de loin, 'espece du genre la plus souveptiquée au
cours des infections humaines, en particulier ¢le@fant.

Les autres especes rencontrées chez I'ho(parainfluenzae, haemolyticus,
paraphrophilus, aphrophilus, haemoglobinophilugyris)sont des commensales
opportunistes pouvant occasionner des infectiorla dphére oto-rhino-laryngologique
et, surtout chez 'immunodéprimé, une septicémarauétastases infectieuses, ou une
endocardite.

Haemophilus ducreygst 'agent responsable d’'une affection vénériedaehancre
moul.

Haemophilus aegyptiusu bacille de Weeks (variététhemophilus influenzaldl) est
classiquement responsable de conjonctivites.

HAEMOPHILUS INFLUENZAE
Aussi appeldacille de Pfeiffer, Haemophilus influenzag été ainsi dénommeé car,
jusqu’a la mise en évidence du virus grippal en3198 I'a cru responsable de la
grippe (ou influenza).

BACTERIOLOGIE

C’est un coccobacille polymorphe, a Gram négatimbbile, non sporulé, parfois
capsulé, ne se multipliant qu’en présence de fexiget V.




Caracteres biochimiques

Haemophilus influenzagossede une catalase et une oxydase. Il fermkresg,
maltose, ribose et xylose mais pas le lactose sadeharose. Des tests biochimiques
permettent de sépar@ibiotypes numeérotes de | a Vlil.Le biotype | est le plus
fréqguemment isolé.

Antigenes

Les souches capsulées possedemntigene polysaccharidiqudié a la capsule dont

il existe six variants détermina@tsérovars : a, b, c, d, e, Le sérovar b est le plus
frequemment rencontré. Ces polysaccharides capssilaiont la structure chimique est
connue, peuvent étre identifiés par des réactimnsunologiques en présence
d’anticorps spécifiques.

D’autres structures de surface présentes Elaemnophilus influenzasont antigénique
et peuvent étre utiles pour des études épidémupliegi Ainsi, les pili, porteurs
d’adhésines, les oligosaccharides du core ceniraP$ de la paroi et les protéines de
surface déterminent des sous-types au sein degssgré noter qu'’il n’existe pas de
chaines latérales osidiques et donc pas de spi&sf@ chez leslaemophilus

IgA protéases

Haemophilus influenzaaroduit une enzyme capable de cliver les IgA. @owve cette
enzyme chez d’autrésaemophiluset chez d’autres bactérieSt{eptococcus
pneumoniagNeisseria meningitidistgonorrhoeae Sa présence amoindrit les
défenses locales des muqueuses infectées.

Facteurs de virulence

Les principaux facteurs de virulence sont, en peeireu, le polysaccharide capsulaire
et ensuite, les pili porteurs d’adhésines et Iésdptéases.

POUVOIR PATHOGENE

Haemophilus influenzagest une bactérie pyogene responsable d’'infectianées, plus
séveres chez I'enfant ou les sujets fragiles.v@ent de distinguer des infections
aigués avec bactériémie occasionnées par des sonehsives, capsulées, (du sérovar
b, biotype | le plus souvent) et des infectionsi&@gyou chroniques, sans bactériémie,
provoqueées par des souches non capsulées.

« chez I'enfant

Les manifestations invasives sont presque toujdues a des souches capsu
de sérotype b, biotype I.

LesméningitesaH. influenzaesont trés souvent précédées d’infections des
voies respiratoires supérieures ou oto-rhino-lalggjques et accompagnées



d’un état septicémique. Elles sont surtout obsercéez le nourrisson agé de 3
a 30 mois.

L’ épiglottite frappe des enfants plus agés de 2 & 7 ans. Hileedu a un
tableau clinique dramatique, de survenue brutaleaant signes généraux de
septicémie et graves difficultés respiratoires.

On observe aussi désats septicémiques$ébriles accompagnés ou non de
signes de localisations : arthrite, otite, ost@tgeomyélite, cellulite,
péricardite, pneumonie, orchi-épididymite...

Les souches non capsulées, réputées non invasorgssolées au cours
d’infections diverses :

o otites moyennes aiguést autres infections de la sphere oto-rhino-
laryngologique,
o infections broncho-pulmonaires et conjonctivites.

Une contamination pendant I'accouchement peut’'étigine d’'uneinfection
néonatale généralisésévere.

chez I'adulte

Ce sont surtout des souches non capsulées quiesmpuinsables d’infections
chez I'adulte.

Lesmanifestations respiratoiressont les plus fréquentes et donnent lieu a des
broncho-pneumonies compliquant une bronchite chrenou a des
pneumonies avec parfois bactériémie.

Les méningitesa Haemophilussont rares chez I'adulte et surviennent surtout
chez les sujets agés.

Plus rarement encore, on peut observer d'autredisations, articulaires,
osseuses, oto-rhino-laryngologiques, oculairesémitgrurinaires.

Signalons la possibilité mfifections puerpéralesou la localisation vaginale de
la bactérie peut étre la cause d’infections du pauwné.

EPIDEMIOLOGIE - IMMUNITE - PHYSIOPATHOLOGIE

Haemophilus influenzagtait la cause la plus fréquente de méningite tapfant entre
3 et 36 mois avant qu'on dispose du vaccin maesesii maintenant de plus en plus
rare. Il vient au deuxieme rang, apgtseptococcus pneumonjatans |'étiologie des
otites moyennes aigués.

C’est un hote exclusif de I'espece humaine, lastnr@iasion est donc interhumaine. Les
enfants sont presque obligatoirement contaminé&sdjige de 2 mois car le portage
est tres fréquent dans la population. Ce sont sud®s souches capsulées que I'on
isole chez les nourrissons qui sont démunis d’arg anticapsulaires tandis que les



adultes et grands enfants ont des anticorps efpsotgurs de souches commensales
non capsulées.

L’organisme ne peut pas empécher le commensalissidaemophilusnais s’oppose

a la généralisation de l'infection grace a cescanpis anticapsulaires a effet opsonisant
et au systéme du complément. Les IgA sécrétoi@egent plus spécialement les
mugqueuses.

Les infections &laemophilus influenzasommencent par une colonisation de la
mugqueuse pharyngée ou des voies respiratoiresisupes souvent favorisée par une
infection virale intercurrente. Survient alors wngension locale avec réaction
inflammatoire. Si les défenses sont efficaces sbleche peu virulente, I'infection reste
localisée, sinon les ganglions lymphatiques sonélkis, entrainant une propagation
bactériémique et systémique.

DIAGNOSTIC BACTERIOLOGIQUE

L’examen direct du produit pathologique est souésmicateur grace a la morphologie
particuliére du germe.

La mise en culture doit étre rapide car le germdragile et beaucoup d’échecs sont
dus a de mauvaises conditions de prélevement. @erkemencer s@elose au sang
cuit ou gélose chocolatparfois sur milieux d’isolement contenant destaotiques.
On incube ensuite a 36°C. Les colonies, obtenues &3 heures, sont petites, blanc
grisatres et luisantes si la souche est capsulée.

L’identification repose sur la morphologie et ses bxigences en facteur X et V qu’on
met en évidence par exemple par le test du seelbtou par culture en présence de
NAD et d’hémine. On emploie souvent des disquegagéer-buvard imprégnes de
substance X ou V ou X+\Haemophilus influenzage se développe qu’autour du
disque X+V.

L’étude des caractéres biochimiques (uréase, ameithécarboxylase et production
d’'indole) permet de reconnaitre le biotype et degtions d’agglutination sur lame en
présence de sérums spécifiques permettent de r@tanie sérotype si la souche est
capsulée.

Un diagnostic rapide peut étre obtenu grace a & em évidence d’antigenes solubles
dans les humeurs du malade (LCR, sérum, urinéaijd& Id'un réactif constitué de
particules de latex recouvertes d'anticorps antgamicharidiques.

SENSIBILITE AUX ANTIBIOTIQUES

Le fait le plus marquant concernant I'effet destaatiques sutHaemophilus
influenzaesst 'émergence de souches résistantes a I'ampici# par production de
bétalactamase Des résistances aux tétracyclines, chloramphBeid@namycine sont
souvent associees et, en testant ces quatre aioile®, on détermine une douzaine de
phénotypes de résistance.

La sensibilité est conservée pour les pénicillidessociées a un inhibiteur de 3



lactamase, les céphalosporines de deuxieme d@etr@gyénération, les quinolones
fluorées et la gentamicine. De rares souches e@siati cotrimoxazole. Les
lincosamines sont généralement inactives et lesotides irrégulierement efficaces.

Les souches capsulées opposent une plus grans&anési que les souches non
invasives mais il faut faire un antibiogramme et vecherche de bétalactamase sur
toutes les souches isolées.

VACCIN

La détection dans le sérum d’anticorps anti-cajigdaa incité les chercheurs a utiliser
les polysaccharides capsulaires comme vaccipolygibosyl-ribitol-phosphate

(PRP) qui caractérise les souches du sérotype b s’gtantré peu immunogéene
(antigene T indépendant), on I'a associé a degimes pour produire des vaccins
conjugueés.

On a ainsi associé le PRP a:

o Il'anatoxine diphtérique (PRP-D),
o une protéine de la membrane externe du méningod&iRie-OMP)
o Il'anatoxine tétanique (PRP-T)

En France, on dispose du vaccin PRP-T commercisdigs les appellationgdiBest[]
ouAct-HIB 1.

La vaccination doit étre recommandée chez les ssoms entre 3 et 12 mois. Elle
nécessite trois injections a un mois d’intervallearappel apres un an. Elle peut étre
associée aux vaccinations antidiphtérique, antiigtee, anticoquelucheuse et
antipoliomyeélitique (Pentacaq). Son utilisation a permis une diminution seresit

la fréquence des méningiteslaemophilugqui représente la forme la plus sévere des
pathologies dues a cette bactérie.

BRUCELLA
Le genreBrucellacomprend trois espéces principal®& melitensis, B. abortus et B.

suiset des especes plus rarement isoléasig, neotomaet ovis). Ce sont des agents
responsables d'infections animales accidentelletn@msmissibles a 'homme.

CARACTERES BACTERIOLOGIQUES

Ce sont de tres petits coccobacilles a Gram négatifiobiles, non sporulés et aérobies
stricts.

Culture

La culture deBrucellanécessite, au moins au sortir de I'organismdjdation de



milieux enrichis par du sérum ou sang de mouton.

Les conditions physiques optimales pour leur cemiss est un pH a 6,8 et une
température de 34°C.

B. abortusse développe mieux, en primo-culture, dans unesirere enrichie en GO

On a longtemps recommandé de conserver les hémesibi I'étuve pendant plusieurs
semaines pour avoir des chances d'y mettre enregdieBrucellaa cause de la
lenteur de leur développement.. En fait, la qualé@é bouillons d'hémoculture est
aujourd’'hui largement suffisante pour permettre ¢edture dans des délais plus
raisonnables. Une agitation de ces bouillons panoriser |'aérobiose est toutefois
utile.

Caracteres biochimiques

LesBrucellapossédent oxydase, catalase et uréase. Elldsahitpas le citrate et ne
produisent pas d'indole ni acétyl-méthyl-carbinébtion de Voges-Proskauer
négative). L'utilisation des sucres est lenteedttrpas décelée sur les milieux usuels car
I'acidification est masquée par la production d'amiaque.

Structure antigénique

LesBrucellapossédent des antigenes de

o antig. A structure lipopolycaccharidique appelés A
‘ ‘ ‘ oantig.m| €t M inégalement répartis selon les

especes. L'antigéne A domine cliiez
- abortus,M chezmelitensiset existe en
abortus  melitensis  suis proportion intermédiaire et égale chez

suis. Les autres espéeces sont dépourvues
de ces antigénes. Les anticorps anti
Brucellacoagglutinent (ce sont des

réactions croiséed)ersinia enterocolitic®:9, Francisella tularensisVibrio cholerae

et plus raremertEscherichia coliO:157 et certaineSalmonella.

Action des colorants

L'action bactériostatique de deux
colorants, la fuchsine et la thionine est
différente selon les especes. La
thionine inhibe la croissance 8e
abortus la fuchsine, celle dB. suis
tandis que l'une et l'autre sont sans
action suB. melitensisLe schéma ci-
contre résume ces propriétés.




Action des bactériophages : lysotypie

Le bactériophage "Thilissi" provoque la lyse deuras deB. abortus; il est sans
action sur les cultures d& melitensiet n'agit qu'a tres forte concentration (10.000
DCE) surB. suis.(La DCE ou Dose Courante d'Epreuve correspongbutagrande
dilution du phage produisant une lyse confluanteusie souche étalon)

D'autres bactériophages ont des actions lytiqupsretettent de lysotyper les
différentes souches.

DCE |10.000 DCE
abortus + +
melitensis - -
suis - +

Classification de Huddleson

Elle est fondée sur les résultats d'épreuves coioverelles et permet de distinguer les
différentes especes et parmi elles les différeintyjpes. Le tableau ci-dessous en
fournit une version simplifiée qui intéresse lessrespéeces principales.

Besoin en CO; Production Uréase Croissance sur Agglutini
H.S
thionine fuchsine Anti-A
abartus i + + + 4
melitensis = — i + + —
SuULS - ++ + % - +

toutefois ....

Les résultats d'hybridation ADN-ADN tendent a mentjue leBrucellane

constituent qu'un seul groupe génomique avec @@)& d’homologie. Ceci remet en
cause la classification en 6 especes qui ne coesdient en fait que des biovars au sein
d'une seule espec®rucella melitensis

POUVOIR PATHOGENE

la maladie animale

la brucellose animale est souvent cliniguementpaggnte mais donne lieu a des
atteintes de I'appareil génital avec avortemertz tés femelles et |ésions testiculaires
chez le méale. La maladie atteint les caprins, \@ssp les bovins et les porcins et peut
donner lieu, chez d'autres animaux domestiquess andnifestations moins
caractérisées. Dans les formes latentes, les chéwebis ou vaches excréetent la
bactérie par le lait qui représente donc un faadeuwliffusion et favorise la



contamination de 'homme par vois digestive.
Les conséquences économiques des épizooties sa#tidises pour les éleveurs.

la brucellose humaine

La brucellose humaine est une maladie d'expressasrpolymorphe.
wmles formes inapparentes.

I'infection est totalement méconnue avant qu'uadiagnostic ne révéle I'existence
d'anticorps spécifiques.

mles formes septicémiques.

Aprés une incubation de 2 & 3 semaines et un diékidteux, la maladie est marquée
par de la fievre, des sueurs profuses, une asthémamaigrissement, des arthralgies et
myalgies : c'est la classiqtievre ondulante sudoro-algiqueaccompagnée
d'hépatosplénomégalie et d'adénopathies. On censtatgré le tableau infectieux, une
neutropénie. A ce stade et dans cette forme, I'néluwe (ou la myéloculture) permet
un isolement de la bactérie et les anticorps sp@e$ apparaissent.

mles formes localisées.

Elles surviennent apres la forme septicémique oésapne forme inapparente est dans
ce cas, paraissent primitives. Plusieurs locatisatsont possibles mais ce sont surtout
les os, les articulations qui sont atteints.

Les manifestations ostéo-articulaires sont les plpisjues : spondylodiscite lombo-
sacrée, sacro-iléite ou arthrites.

Les autres troubles possibles sont des atteintespsychiques, méningo-
encéphalitiques d'allure pseudo-tuberculeuse, anitajes (orchite), pulmonaires,
hépatiques, spléniques ou cutanées. Des endosasditeenant sur valves lésées sont
possibles.

#les formes a rechute ou d'évolution prolongée.

Les signes généraux et les atteintes locales pars@us d'un an. Les antibiotiques n'y
font rien. Il est bien difficile de distinguer leschutes des formes trainantes si le risque
professionnel de contamination persister. Les héitoe ou le sérodiagnostic sont
souvent positifs.

mla brucellose chronique.
C'est la "patraquerie brucellienne" donnant lielea céphalées, des malaises, une

asthénie d'allure psychosomatique. Les hémocultirkessérodiagnostic sont négatifs
mais l'intradermo-réaction a la mélitine est pgsiet témoigne de I'étiologie



brucellienne des troubles.

PHYSIOPATHOLOGIE et IMMUNITE

LesBrucellapénétrent dans l'organisme par voie cutanée, tiligesu respiratoire et
gagnent par voie lymphatique le premier relais gangaire. Elles se multiplient et
disséminent dans tout I'organisme par voie sangetihanphatique. Elles sont
phagocytées par les macrophages et y sont détamtksérant antigene et endotoxine
mais peuvent aussi s'y multiplier rapidement Bascellasont des bactéries "a
développement intracellulaire facultatif".

L'immunité a médiation cellulaire est essentichaslle défense de I'organisme contre
I'infection brucellienne. Des lymphocytes T renfartl'activité bactéricide des
macrophages qui détruisent les bactéries au sgingdanulome spécifiqgue. Dans
certains cas, leBrucellarésistent et persistent a l'intérieur des macroghavec

risque de réactivations entretenant en outre urdétgpersensibilité retardée
responsable de la brucellose chronique.

La production d'anticorps est effective et perraatihgnostic de la maladie. Leur
cinétique de production ne difféere pas de cellemobserve dans la plupart des
infections bactériennes. Leur role protecteur semdxl mais secondaire par rapport a
l'immunité cellulaire.

EPIDEMIOLOGIE

LesBrucellasont responsables de zoonoses atteignant de naserespeces animales
domestiques et sauvages avec une spécificité djndtéest pas absoluB. melitensis
frappe surtout les ovins et les capriaisortus,les bovins esuisles porcins et les
|époridés

La brucellose humaine se rencontre surtout danzrtdessions exposeées (éleveurs,
vétérinaires, personnel d'abattoirs, bouchersppeed de laboratoire) mais peut
également frapper des citadins contaminés pardigastive en consommant du lait
cru ou des fromages souillés par la bactérie. Bnde, l'incidence est en diminution,
on en déclare environ 120 cas chaque année aveépaition géographique inégale.
Ce chiffre ne reflete sans doute pas le nombredeebs de maladie. Un tiers des
personnes pour qui une déclaration est réperteréent une profession a risque.

DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE

Diagnostic direct

On recherche IeBrucellapar hémoculture ou par culture dans les ganglions
lymphatiques, la moelle osseuse, le LCR, le liquiegonction articulaire ou le pus de
foyers suppurés. Il faut ensemencer des milieugigp®. L'némoculture est surtout
positive pendant la phase aigué (exceptionnellempemtant la phase chronique de la
maladie).



Diagnostic indirect

Sérodiagnostic de la brucellose

Il faut prélever le sang nécessaire a la réalisatiosérodiagnostic avant de pratiquer
I'IDR & la mélitine

Les différentes réactions utilisées ne décélentgsmsémes anticorps ; elles peuvent
donc donner des résultats discordants.

mSERODIAGNOSTIC DE WRIGHT

C'est une réaction d’agglutination en tubes quienetvidence les IgG et les IgM
agglutinantes

Elle est positive 10-15 j assez t6t durant la melédest la plus précoce) mais se
négative vite (elle est positive surtout en phage&). Un titre supérieur ou égal a 80
est significatif.

Des "faux positifs" sont possibles (réaction creiagecy ersinia enterocolitica , Vibrio
choleraeetFrancisella tularensig.

La possibilité de "faux négatifs” justifie la recblee systématique d’anticorps
bloquants apparaissant chez certains maladesuserigghase chronique ; ce sont des
IgA ou IgG occupant les sites antigéniques sanggoneer d’agglutination. On ajoute
au tube réactionnel une goutte de témoin posifif'agglutination ne se produit pas,
c’est parce qu’elle est empéchée par les antiddgugiants fixés sur ldBrucella
mREACTION A L'ANTIGENE TAMPONNE (ROSE BENGALE)

ou Card test ou réaction a I'antigene tamponné

C'est une réaction simple et spécifique d'aggltibnaapide sur lame en milieu acide
utilisant une suspension 8eucellainactivées colorées par le Rose Bengale.

Elle met en évidence les IgG et se positive pludivament, elle est toutefois plus
sensible et reste plus longtemps positive que ltdiggtion de Wright.

mREACTION DE FIXATION DU COMPLEMENT

n'est plus guere utilisée car délicate a mettreavre.
mIMMUNOFLUORESCENCE INDIRECTE

Elle est positive plus tardivement que I'agglutioatde Wright

Elle est trés utile en cas de brucellose chrongguelle décéle encore des anticorps
spécifiques alors que les autres réactions sérplegise sont négativees.

IDR a la mélitine




La mélitine est un filtrat de culture @emelitensisOn en injecte en intradermique 0,1
ml a la face antérieure de l'avant-bras (toujoarsefun témoin négatif en injectant sur
I'autre avant-bras du bouillon ayant servi a prép& mélitine)

La lecture se fait apres 24 a 48h. On observeasmle positivité, une réaction
érythémateuse et un oedéme local. L'IDR est pes#ivcours des atteintes chroniques
et en est parfois le seul signe objectif.

L’apparition d'une HSR a la mélitine est plus taediue celle des anticorps ; elle
persiste trés longtemps apres la guérison et sbuv&me toute la vie.

UTILITE DES METHODES DIAGNOSTIQUES

EN FONCTION DU STADE DE LA MALADIE

Stade de la maladie |Hémoculture | Wright Rose RFC |IFI |IDR
Bengale

AIGU +++ + +/- +- | -] -

SUBAIGU + +++ +++ +++ | +++ |+

CHRONIQUE - +/- +/- -+ | 444

SENSIBILITE AUX ANTIBIOTIQUES

LesBrucellasont des bactéries a développement intracellulaidtatif ; il convient
donc d'associer un antibiotique actif surBescellaet pénétrant dans les cellules. Les
cyclines, la rifampicine, le cotrimoxazole et légpicolés répondent & ces deux
criteres. On utilise souvent une associatiorycycline et rifampicine outétracycline

et streptomycineou encore le cotrimoxazole.

Le traitement doit étre prolongé durant plusie@rmaines pour éviter les rechutes.

PROPHYLAXIE

Elle repose sur la surveillance sanitaire des etegt I'abattage des tous les animaux



dans les troupeaux infectés. Ces mesures viseatayeéer I'épizootie. La vaccination
animale est aujourd’hui interdite car elle risqadalisser les investigations
diagnostiques fondées sur le sérodiagnostic quldét les anticorps vaccinaux.

Chez I'homme, les mesures de prophylaxie individiggnt indispensables : protection
contre les risques de contamination pour les psadasels par des mesures d'hygiéne
et consommation de produits laitiers pasteurisés.

Le vaccin antibrucellien & usage humain n'est fabsqué depuis fin 1992

BORDETELLA
Le genreBordetellacomprend :

#Bordetella pertussis, ou bacille de Bordet Genggent étiologique de la
coqueluche, Bordetella parapertussisesponsable de coqueluches atténuées,
"1 Bordetella bronchisepticaccasionnant, chez I'animal, des rhinites, traché
bronchites et pneumonies et chez 'homme des syredrparacoquelucheux.

"1 Bordetella aviungui n'est isolée que chez les oiseaux.
1 Bordetella holmesjirécemment isolée chez 'homme par hémocultures

B. pertussis et parapertussis sont des hotes afchles 'homme.

BORDETELLA PERTUSSIS



BACTERIOLOGIE

Bordetella pertussis est wmoccobacille a Gram négatdge présentant isolément, en
diplobacilles ou en courtes chainettes. Il est soticapsulé mais seulement au sortir
de l'organisme.

Il est aérobie strict, possede une oxydase et ssabulisme est du type respiratoire.

Bactérie fragile et exigeante, sa culture n'estglale que sur milieux spéciaux
contenant du sang frais (milieu de Bordet-Gengba}. colonies apparaissent apres
plusieurs jours, elles sont petites, luisantesoehbées, "en gouttelettes de mercure™.
Cet aspect se modifie au cours des subcultureswtmt de plus en plus rugueux,

BN

passant de la "phase I" a la "phase IV", ce quirespond a la perte de la capsule.

FACTEURS DE VIRULENCE
Il s'agit de constituants antigéniques présentzdas souches en phase I.

wmlatoxine pertussique (PTX) thermolabile, de nature protéique et libérée dpso
bactérien peut étre qualifiée d'exotoxine. Ellecesisidérée comme l'antigéene ma
déterminant I'immunité anticoquelucheuse. SessHetiogiques sont désignés sous
les noms de :

- Facteur promoteur de lymphocytose (LPF)
« Facteur histamino-sensibilisant (HSF)
- Facteur activant les ilots de Langerhans (IAF)

+I'hémagglutinine filamenteus (FHA pour filamentous hemaglutinine antigen)



portée par les fimbriae qui a un réle importantdiéadhésion dB. pertussigux
cellules ciliées de I'appareil respiratoire,
sdesagglutinogene protéiques de surface, qui permettent de classesduches en
sérotypes,
wmla pertactine, protéine qui a un réle dans I'adhésion aux aldle I'héte,
wl'adénylate-cyclase-hémolysine, enzyme excrétée perturbant le fonctionnement des
cellules de I'h6te et altérant le pouvoir bactéeailes polynucléaires et macrophages,
wmlatoxine dermc-nécrotique, protéique, provoguant une nécrose au point dlioje,
#unecytotoxine trachéale qui est une glycoprotéine inhibant la synthesAdaN,
w=l'endotoxine lipopolysaccharidiqui aux effets immunogene et toxique faibles.

(Nantie de ce riche équipement antigénique, Boldgpertussis est un excellent
adjuvant de I'immunité).

LA COQUELUCHE

La coqueluche est affection aigué des voies repies superieures commencant par
une phase catarrhale avec toux seche suivie dériage des quintes avec sa toux
caractéristique ("chant du coq") évoluant sansréeet se terminant par une
convalescence assez longue.

Chez I'adulte, il faut penser au diagnostic de @gche devant toute toux seche
persistant depuis plus de 21 jours.

PATHOGENIE

Le germe pénétre dans I'organisme par voie aérierse fixe par ses fimbriae
(hémagglutinine FHA) & la surface des épithéliuiiéxde la trachée et des bronches.
Sous l'effet de la toxine pertussique, de I'adéagiaclase et la cytotoxine trachéale,
mouvements des cils vibratiles sont paralysés.dcéénie peut alors se multiplier en
surface, sans pénétrer dans la mugueuse et samggarcasionner de bactériemie.
Les produits toxiques sont cependant libérés®en suit une réaction inflammatoire
locale avec infiltrat lymphocytaire (LPF) aggravgaer la production d'HSF, une
perturbation du fonctionnement cellulaire (adénglalclase), une hypersécrétion de
mucus qui est éliminé par la toux avec les délssitaires et les bactéries
(contagion).

La densité bactérienne diminue a la période dentgsicar les bactéries sont lysées ou
éliminées mais les toxines libérées entretienrenpeérturbations pathologiques.

EPIDEMIOLOGIE - IMMUNITE

L'habitat de Bordetella pertussis est strictemamnhin et la transmission
exclusivement interhumaine. La coqueluche exispeittage mais elle plus
frequemment observée chez les enfants de moiis @lgssqui sont peu immunisés. La
guérison est suivie d'une immunite.

La coqueluche avait pratiquement disparu en Fragi@ee au vaccin (introduit en
1959 et généralisé en 1966) mais elle resurgiteltgment, frappant les adolescents et
les adultes qui contaminent les nourrissons nomenegaccinés. Cette situation est



sans doute en rapport avec I'abandon des rappelsadeination.

DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE

#Le diagnostic direct est difficile a tous les stade

#les préléevements doivent étre faits a la périodardaale, période ou les signes
cliniques n'ont rein de caractéristique. A la phdes® quintes, on a peu de chances de
démontrer la présence du germe. Ces prélevementntiétre faits par
écouvillonage appuyé du cavum (les bactéries adt)ara, mieux, par aspiration @
mucosités naso-pharyngées ou bronchiques.

wla mise en culture doit étre effectuée sans délaiecgerme est fragile. On
ensemence sur milieu de Bordet Gengou qui doitpgéparé extemporanément. La
culture est lente. Apres trois a six jours, appaeit de petites colonies "en
gouttelettes de mercure”.

wl'identification se fonde sur les caractéres calircar les tests biochimiques
classiques, mis a part la présence d'une oxydasenégatifs pour la plupart.

won peut effectuer une recherche sur frottis parréaetion d'immunofluorescence
directe si on dispose du conjugué spécifique.

wla recherche directe de l'adénylate-cyclase dangrédevements nasopharyngés
permet un diagnostic fiable et rapide de la cogtieumais est peu utilisée car elle
nécessite l'utilisation de radio-isotopes.

mla réaction de polymérisation en chaine (PCR) permele détecter les séquences
d'ADN propres a Bordetella pertussis

Le diagnostic indirectsérologiquese positive tardivememjuand le diagnostic
clinigue devient évident.

« Larecherche des anticorps agglutinants est unehteique facile mais peu
sensible néanmoins utilisable pour détecter lesiantps vaccinaux.

« Latechnique ELISA utilisant comme antigéne des pasisions bactériennes
inactivées a l'inconvénient d'étre peu spécifique.

« Le Western-Blot qui révele la présence d'anticogggcifiques est une
meéthode longue et colteuse.

Des préparations antigéniques purifiées utilisaradénylate-cyclase hémolysine ou
la toxine pertussique sont utilisées pour des réaas sensibles et spécifiques par
ELISA ou par Western-Blot mais les réactifs ne sgas commercialisés.

Des signes biologiques non spécifiques confortentliagnostic : hypoglycémie due a
I'effet de I'|AF et hyperlymphocytose due a 'acticdu LPF.

TRAITEMENT

Bordetella pertussis est sensible aux macrolidesfesnides, tétracyclines,
aminosides ; il est résistant aux bétalactaminegslantibiotiques n‘ont guere d'effets
sur la durée et l'intensité des quintes. On peud lgtiliser si I'on craint une
surinfection.

PROPHYLAXIE

Le premier vaccin anticoquelucheux utilisé est usaspension de bacilles tués



(vaccin a germes entiers). On l'utilise souvent asi® aux anatoxines
antidiphtérique, antitétanique et au vaccin antipoiyélitique ainsi qu'aux vaccins
anti Haemophilus influenzae b et anti-virus de I'pétite B (vaccin hexavalentl doit
étre administré tres tét car la coqueluche est rathble chez le nourrisson. Trois
injections (a 2, 3 et 4 mois) et un rappel (a2 16418is) sont nécessaires. Ce vaccin
reste recommandé de maniere préférentielle pouptamo-vaccination du
nourrisson.

Ce vaccin a mauvaise réputation, des accidentss(ti@res) ont été observés. Des
vaccins acellulaires (abactériens), utilisant laxioe ou I'hémagglutinine
filamenteuse, sont mieux tolérés mais conférent uneindre immunité. Ils sont
réservés aux rappels ultérieurs de vaccination gvéf-13 ans) et peuvent étre utilisés
en alternative au vaccin a germes entiers pour &pel a 16-18 mois.

La chimioprophylaxie par érythromycine ou josamyerest indiquée pour protéger
les "sujets contacts".

PASTEURELLA

Le genrePasteurellacomprend des espéces responsables de maladiedesn@na
occasionnellement humaines. Ces bactéries ontssgpastorique passionnant, une
taxonomie changeante et une pathogénie complexkafiei).

HISTORIQUE
Des 1879, Toussaint puis Pasteur réussissenttlaewu "bacille du choléra des
poules" et démontrent ainsi l'origine microbienedaimaladie. Poursuivant ce travall,

Pasteur se rend compte des effets protecteurs cliltoee vieillie de la bactérie et
percoit ainsi le concept de vaccin vivant atténué.

TAXONOMIE
Le genrePasteurellaconstitue avec lddaemophiluset lesActinobacillusla famille
desPasteurellacead.es especes reconnues pathogenes pour 'homme sont
Pasteurella multocidéespéece typeRasteurella canis, Pasteurella stomatis,
Pasteurella dagmatis, Pasteurella bettyae.

PASTEURELLA MULTOCIDA
CARACTERES BACTERIOLOGIQUES
Morphologie

Pasteurella multocidast un coccobacille a Gram négatif a coloratigolaire,
immobile, asporulé et capsulé.



Culture

La bactérie se développe a 37°C sur milieux ordasaen aéro-anaerobiose mais
supporte mal les fortes pressions partielles egéxg : c'est un germe microaérophile.
Les colonies sont petites, rondes, lisses, bomgteeansparentes (colonies S) mais
apres repiquages peuvent devenir plus rugueuskesie® R). Des souches d'origine
humaine apparaissent parfois muqueuses (colonies M)

Comme toutes leBasteurellaP. multocidaest sensible au composé vibriostatique
0/129 (ou 2,4 diamino-6,7 diisopropylptéridinegpguit inhibant la croissance des
vibrions et des pasteurelles).

Caractéres biochimiques

Enzymes

P. multocidapossede une oxydase (a condition d'utiliser ppuedhercher le
tétraméthyl-para-phényléne diamine) ainsi qu'urtialase et une nitrate réductase mais
pas de lysine décarboxylase ni d'arginine désaminas

Métabolisme glucidique

Elle fermente régulierement glucose, saccharogesayarabinose et mannitol mais
pas le maltose et I'action sur le lactose est bigriselon les souches ; elle ne peut
utiliser le citrate comme source unique de carbone.

Métabolisme protéique

La recherche de l'indole est positive mais la bactée possede ni uréase ni gélatinase
et ne produit pas di3.

Pouvoir pathogene expérimental

L'inoculation par voie intrapéritonéale a la soergraine la mort de I'animal en 48
heures par infection généralisée.

Antigenes

Il existe des polysaccharides capsulaires antigesigléterminant des sérotypes A, B,
D ou E. Les souches humaines appartiennent aypératou plus rarement D. Des
variants M des sérotypes A et D, formant des celomuqueuses, possédent dans la
capsule de l'acide hyaluronique qui masque leggsaintigenes..

Le LPS constituant de la membrane externe se campomme une endotoxine
comme chez tous les bacilles a Gram négatif,

Des protéines de paroi semblent avoir un réle inotagique important en se liant aux
haptenes polyosidiques du LPS.

Habitat



LesPasteurellasont des hétes obligatoires des animaux, desbrégéurtout, chez qui
ils se comportent comme des commensaux de la davitgale et qu'on isole de la
salive. Elles peuvent survivre quelque temps damsilieu extérieur mais ne s'y
développent pas. Chez I'homme le portage lateatyplgé, est possible chez des sujets
professionnellement au contact des animaux.

POUVOIR PATHOGENE
Parmi les pasteurelloses humaines, il convientisteaduer, les pasteurelloses
d'inoculation, secondaires a des agressions arsretiles pasteurelloses systémiques

se manifestant sous forme de septicémies ou diaseriscérales.

Les pasteurelloses d'inoculation

Elles surviennent apres morsure, griffure ou léerag plaie préexistante. La
pénétration est donc cutanée, exceptionnellemenaioe. Les Iésions siegent, par
ordre de fréquence, au membre supérieur surtoairgnpoignets, avant bras -, aux
extrémités inférieures ensuite, au cou et surtéadgfin (chez les enfants
principalement). Les animaux responsables sontukegpuvent le chat puis le chien.

L'inoculation indirecte, par conthavec des linges, végétaux ou déjections sowstét
tres exceptionnelles.

Lesformes loco-régionales aiguédes pasteurelloses d'inoculation donnent lies, tré
rapidement, en moins de 24 heures apres la blessdes manifestations
inflammatoires locales intenses avec de trés wdoedeurs suivies de lymphangite et
d'adénopathies épitrochléennes, axillaires, paditas crurales selon le siége de la
|ésion. Généralement les signes locaux s'amendaqiedques jours, les adénopathies
persistent gugues semaines mais la guérison se fait sans $égjueh cas de morsur
profondes, on peut observer des ostéites ou dadestsuppurées.

Lesformes loco-régionales subaiguésuccedent a des formes aigués, souvent passées
inapercues. Elles se manifestent sous un masqueéta, rhumatologique,

neurologique ou dermatologique. Quelques joursumiqyies semaines, parfois plus,
apres la blessure qui parait guérie, des douléargparaissent accompagnées de signes
inflammatoires sans suppuration, prenant le madquéno-synovite, d'arthrite
inflammatoire ou de d'algodystrophie.

Les pasteurelloses systémiques

On désigne sous cette appellation, les septicéphies atteintes viscérales dues a des
pasteurelles. Elles sont plus fréquemment sur waitefragilisé : cirrhose éthylique,
insuffisance hépatique, leucémie, cancer, conrigggiimmunodépression.

Lessepticémiesa Pasteurellasont presque toujours secondaires a une blessure
occasionnée ou contaminée par un animal et softipassociées a une atteinte
viscérale. Exceptionnellement, elles paraissemiipivies, sans notion de porte d'entree.

Lesinfections respiratoires- angines, rhino-pharyngites, otites, sinusitesnohites,
pleurésies, pneumopathies - sont fréquentes cheaujets vivant au contact des



animaux.

Leslocalisations neuro-méningées méningites ou des abcés cérébraux -, les atseinte
cardio-vasculaires digestives gynécologiquesobstétricales urinaires ou ostéo-
articulaires sont plus rares.

DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE

L'étape essentielle du diagnostic des pasteursliestda mise en évidence de la
bactérie. On la cherche dans la sérosité de la,lans le pus ganglionnaire, articul:
ou osseux, dans le sang par hémoculture ou dapsd®ration.

On ensemence des milieux riches, solides et liguides colonies se développent sur
gélose en 24 a 48 heures. Elles sont petitesatie$, parfois muqueuses. La culture
est inhibée par le composé vibriostatique O/129.

L'identification se fonde sur la morphologie - colacilles a coloration bipolaire - et
les caracteres biochimiques.

Un sérodiagnostic par agglutination, immunoenzymie@st utilisable chez I'animal
mais pas chez I'homme.

Une intradermo-réaction a la "pasteurelline” @tde culture en bouillon) est un trés
bon test diagnostique dans les formes focalesed@srhe jour et pendant plusieurs
annees parfois.

Les test biochimiques et enzymatiques permettergatmnnaitre les autres especes du
genre et les espéces voisines.

L'espece la plus frequemment isolée apres morstiRasteurella multocida(50 a 60
% des cas).

SENSIBILITE AUX ANTIBIOTIQUES

Les bactéries du genRasteurellasont sensibles vitro a de nombreux antibiotiques :
bétalactamines, cyclines, imidazolés, fluoroquinek Les macrolides et les
aminosides ont une moins bonne activité.

Les espéces plus spécifiguement animales sontajénm@nt plus résistantes.
Bétalactamines et cyclines, associés ou non awazniés, macrolides ou aminosides
sont les antibiotiques recommandés pour le trait¢mes pasteurelloses et des
infections aprés morsure ou griffade.

Dans les infections systémiques, les fluoroquinedosont souvent préconisées.

L'antigénothérapie par la pasteurelline a donnédiee beaux succes dans les formes
chroniques. (Christol)



Francisella tularensis

Francisella tularensisresponsable de la tularémie, est une bactéfigeism 1911 par
Mac Coy et Chapin dans le comté de Tulare en Gal#doEn 1919, Francis décrit, aux
USA, les premiers cas humains de tularémie. Ladi@kxiste dans de nombreux pays
de I'némisphére nord exclusivement et a été re@manu-rance en 1945 en Lorraine
mais actuellement persiste en Alsace, en Tourdengs la Vienne et dans le Périgord.

BACTERIOLOGIE

Francisella tularensigF. t) est un tout petit coccobacille a Gram négats @0,7 m
m), a la limite de la visibilité au microscope ajte, immobile, non sporulé
apparaissant parfois entouré d'une fine capsule.

Il est aérobie strict.

La culture est lente et difficile et exige des gk complexes comprenant du jaune
d'oeuf, de la cystéine, du sang et du glucoseluegassique est le milieu de Francis.

La bactérie est tuée a la température de 45°C mdsisste au froid et a la congélation.

Il existe deux biovars A (otularensig exclusivement rencontré en Amérique du Nord
et B (oupalaearcticg moins virulent qui sévit en Europe, en Asie eAemérique.

POUVOIR PATHOGENE
La tularémie est une maladie animale, occasiommeli¢ transmissible a I'homme.
BEpidémiologie

Elle frappe les |Iéporidés (lievres, lapins) etdesits rongeurs sauvages (mulots,
campagnols). Les gros gibiers (chevreuils, sarg)ligeuvent aussi étre atteints. Les
animaux domestiques (chiens, chats) sont des psr$ains potentiels. La
contamination entre animaux est assurée par lesgjdes insectes piqueurs et par le
cannibalisme.

L'infection humaine est accidentelle, transmisemissliement par manipulation d'un
animal malade ou mort ; la bactérie peut en eféaterser la peau saineafortiori la
peau lésée. C'est donc une maladie frappant lesetis, les forestiers et les
cultivateurs ainsi que leur famille (la cuisiniépé dépece les lievres...). Elle sédonc
durant la saison de la chasse mais persiste ercétie situation paradoxale est peut-
étre explicable par un braconnage difficilementugsou par la manipulation de
morceaux de gibier sortis du congélateur car |adoi@crésiste au froid.

Pigdres de tiques (aux Etats Unis surtout) ou elites hématophages sont des modes
contamination humaine possibles.

D'autres voies de transmission ont été signalee®s respiratoires supérieures,
oropharynx, conjonctives expliquant la variété eéegressions cliniques de la maladie.



BEManifestations cliniques

La forme ulcéro-ganglionnaire est la plus frequektke associe des lésions cutanées,
érythémateuses ou vésiculeuses, un syndrome psguuiiget une adénopathie
satellite ne régressant pas et se fistulisantldaisations sont brachiale, sous
maxillaire, prétragienne.

La maladie peut se manifester sous une forme &pute (ou "typhoide"), pulmonaire
Oou meningée.

BPathogénie

La bactérie traverse la peau ou les mugueuseffigalpar voie lymphatique jusqu'aux
ganglions voisins ou il forme des micro-abcés pmtd qui s'autostérilisent.

DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE

La mise en évidence du germe est difficile; lesgue&ments, méme mis en culture d
de bonnes conditions, restent souvent stérilesn@aa obtient une culture, on peut
identifier la souche par agglutination sur lam&glé d'un antisérum spécifique ou par
inoculation (par friction percutanée) a l'animal.

Dans la majorité des cas, le diagnostic biologiegteassuré par séroagglutination d'un
antigene fait d'une suspension bactérienne formbbéecaction est parfois faussement
négative a cause d'un phénomene de zone. Paraileunote des communautés
antigéniques entrié. t, Brucellaet Yersinia enterocolitic®:3 donnant des résultats
faussement positifs.

L'intradermo-réaction a la tularine est un bon nmogie diagnostic mais il est difficile
de se procurer 'antigéne.

SENSIBILITE AUX ANTIBIOTIQUES

Aminosides, cyclines, chloramphénicol, quinolonesuibréessont actifan vitro. Au
traitement antibiotique, il faut toutefois souvedjoindre des ponctions répétées ou
une excision du ganglion.

A noter qu'il est dangereux de manipuler une souchde Francisella tularensis:
masque et gants sont de rigueur au laboratoire.

La maladie des griffes du chat

La maladie des griffes du chat (MGC) est connuaiddpngtemps puisque Robert
Debré I'a décrite en 1950 sous ce hom pendant igae Rollaret la décrivait
simultanément sous le nom de lymphoréticulose Ibénitjnoculation (LRBI). Les
anglo-saxons l'appellent "cat scratch disease" (JCEIR est facilement reconnue dans



sa forme typique. mais depuis peu elle est tenue )@sponsable de manifestations
inhabituelles et surtout, aprés des errementsmjuiuré pres de cinquante ans, I'agent
étiologique en cause semble aujourd’hui démasge®.pérmet, si besoin est, de
confirmer le diagnostic clinique par des méthodeobiques.

La forme habituelle

Au début, survient une papule indolore, non praegse, qui se transforme en
vésicule, se recouvre d'une cro(te et guérit spémant en une ou plusieurs semaines
sans laisser de cicatrice. Pendant cette phassgdession, apparait dans le territoire
ganglionnaire correspondant une adénopathie mabdelore, non inflammatoire, qui
régresse le plus souvent en quelques mois maisapest suppurer. Parfois, une fievre
modérée, des douleurs diffuses, des céphalées elisorete détérioration de I'état
général completent la symptomatologie.

L'aspect histologique des ganglions atteints pastspécifique : les descriptions font
état d'infiltrat inflammatoire, de granulomes etndieroabces stellaires.

La MGC concerne surtout les enfants (80% des malademoins de 18 ans) et sévit
principalement pendant les six derniers mois améa. Elle n'est pas toujours
reconnue, aussi sa fréquence est-elle difficilerapptéciable. Aux Etats Unis, on
I'estime a 6000 cas annuels ; en France, une encgtébspective portant sur les ann
1991 a 1996 a répertorié 88 cas.

Les aspects atypigues

Parfois déroutants, ils peuvent étre authentififésgaux possibilités diagnostiques
nouvelles.

Le syndrome oculo-ganglionnaire de Parinaud guo@ssine conjonctivite et une
adénopathie prétragienne est le plus anciennerantc

Des atteintes neurologiques (encéphalite, méningytedrome pyramidal, hémiplégie
ou aphasie) ont été rapportées comme relevantM&(a.

Les autres atteintes, hépato-spléniques, ossédésaatologiques, les formes pseudo-
tumorales, abdominales ou mésentériques, un érgtinéeux ou simplement une
fievre au long cours donnent lieu a des hésitatibagnostiques et méritent d'étre
reconnues comme MGC, de bon pronostic. C'est dassas que la preuve biologique
est la plus utile.

Le test cutané

Un antigéne préparé a partir du pus d'un gangtitecié d'origine humaine est utilisé
pour révéler un état d’hypersensibilité retardépratiquant une intradermoréaction (de
Hanger et Rose pour les américains ou de Reilly [gsurancais). La réaction est tres
spécifique et, jusqu'a ces dernieres années,la s¢éile méthode diagnostic
paraclinique utilisable.

Le chat



Le r6le du chat en tant que réservoir de virugamaais été contesté. Toutes les études
épidémiologiques font état, dans 90% des cas obsetiun contact avec un chat. C'est
suite a une griffure, léchage d'une plaie, voiresue, que les malades sont
contaminés. La recherche d'un site d'inoculatio®ssentielle mais pas toujours aisée.
D'autres vecteurs sont décrits comme possibleenghsinges, écureuils et méme des
objets inertes comme épines, échardes, arétesskopppiquants de hérisson...
Cependant n'a été sérieusement démontré que ldu@leat, et du jeune chat en
particulier, qui est porteur sain et ne serait aomnhant que durant une trés courte
période.

Comment le chat se contamine-t-il ? Par la tefPardes puces chez qui on a pu isoler
I'agent infectieux ? La question n'a pas recu gemnge péremptoire.

Les critéres diagnostiques

Historiquement cing criteres permettaient selont@ens de poser le diagnostic mais
on se contente en fait souvent des quatre premiers

inoculation cutanée,

adénopathie,

contact avec un chat,

positivité de l'intradermoréaction,

présence de granulomes a I'examen histopatholodigganglion.

O O O O ©o

L'agent étiologique

Il a trés tot admis qu'un agent infectieux étattdase de la maladie. Des tentatives de
transmission a divers animaux (souris, rats, cohdgeins, furets, chiens et méme
chats) se sont soldées par des échecs. Les preameses furent obtenus chez les
singes cercopithéques. On a méme tenté et réusgiarilations expérimentales chez
I'hnomme (des techniciens de laboratoire en l'oetu&). Preuve était donc faite que la
maladie était due a un agent infectieux. Restédentifier.

Mollaret, en raison d'analogies avec la lymphogi@natose vénérienne (maladie de
Nicolas Favre), notamment dans ses aspects hibtwpgiques et de la positivité de la
réaction de déviation du complément pratiquée Hartigéne de groupe des
miyagawella(ancienne appellation d€&hlamydig, a cru pouvoir incriminer un "virus"
de ce groupe. Le "virus" de la maladie de Nicolagré a été récusé car
I'intradermoréaction de Frei était dans tous lesnggyative alors que celle pratiquée
avec l'antigene de Reilly était déja reconnuegpEifique.

D'autres agents infectieux ont ensuite été suag@sgint incriminés Chlamydia
trachomatis bactéries pyogenes, champigndfrsncisella tularensismycobactéries,
virus hémagglutinant, virus herpétiques ... maisdsilgs examens microbiologiques
et immunologiques correspondants se sont avéregifseg

L'énigme résistait jusqu'au jour ou Wear et call1883, utilisant une coloration
spéciale, ont observé de petits bacilles dansoeges histologiques des ganglions.
L'année suivante, Margileth a fait la méme obs@malans les biopsies des lésions de
la porte d'entrée. En 1985, Greber et coll. onsselisolement des lésions d'une



bactérie identifiee Rothia dentocariosagommensale de la cavité buccale, qui a été un
court moment tenue pour responsable de la maladi@ gu'on ne comprenne qu'il
s'agissait en fait d'un contaminant, conimegtotrichia buccaliggalement évoquée
Verhoeff lorsqu'il I'a isolé de Iésions conjonctasde sujets atteints du syndrome de
Parinaud. C'est enfin en 1988 que English, de I&&Rorces Institute of Pathology
(AFIP), a cultivé & partir de ganglions de CSD agilte que Brenner a identifié et
proposé de nomméifipia felis La MGC n'était plus orpheline !

Malheureusement, aucun chat n'a été trouvé padtela bactérie et aucun anticorps
spécifique dAfipia felisn'a pu étre mis en évidence dans le sérum deslesalRar
contre, Regnery y a trouvé des anticorps dirigégre®Rochalimea henselaka
bactérie a ensuite été isolée chez les chatggéenie amplifié et séquencé dans le
fameux antigéne de Reilly reconnu spécifique. Lisseassemble donc entendue quand
survient un dernier avatar : le geftechalimeaest supprimé et les bactéries qui en
font partie entrent dans le geBartonella: notre bacille devient aloBartonella
henselae

Les bactéries du genrdBartonella

Ce sont de petits bacilles a Gram négatif, souvenirvés, se développant lentement
sur des milieux inertes mais riches - gélose ag sanus atmosphére enrichie en,CO

Onze espeéeces sont actuellement répertoriées dgaaieBartonelladont quatre sont
reconnues responsables d'infections chez 'homme.

B. bacilliformis est responsable de la maladie d&iGn ou fievre d'Oroya - anémie
hémolytique infectieuse, souvent mortelle - et d'torme cutanée moins sévere, la
verruga peruana. Ces affections sévissent suntoB&eou et en Colombie. Un
phlébotome est I'agent vecteur de la bactérie.

B. quintanaest responsable de la fievre des tranchées qureégauelques batailles
durant la premiére guerre mondiale.

B. elizabethaa été isolée chez un malade atteint d'endocardite.

B. henselaest la cause chez le sidéen ou 'immunodéprim@&dgidmatose
bacillaire qui donne lieu a des lésions papuleastnées ou mugueuses
hypertrophiques différentes des lésions du syndmen€aposi. La méme bactérie
reconnue responsable, toujours chez les sidéete pdtiose hépatique qui est une
affection générale sévere.

Chez les sujets immunocompétents, B. henseldagssttlactuellement reconnu de la
maladie des griffes du chat.

Le diagnostic

L'infection doit étre évoquée dans de nombreusesrtstances cliniques et plus
encore si un contact avec un chat est reconnu.

Formes cliniques possibles de la MGC




Lymphadénopathie avec ou sans pap@gndrome oculo-ganglionnaire d
d'inoculation Parinaud
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Fiévre persistante d'origine inconnue Encéphalitatteintes
neurologiques

Altération de |'état général avec fievre Eruptions, érythéme noueux,
malaise, perte de poids, douleurs purpura ou microangiopathies

diffuses

Adénopathie maligne redoutée Anémie hémolytiqueimonune
et fébrile

Atteinte hépatique de cause non Purpura thrombopénique

déterminée

Ostéomyélite

Dans les formes atypiques surtout, elle peut @rdianée par un sérodiagnostic
spécifique qu'il est bon d'associer a un sérodiatioeffectué avec I'antigene A. felis.
Les techniques utilisables sont I'immunofluoreseandirecte et la technique ELISA.

La culture de I'agent infectieux est possible ndé#igcile (fastidious bacteria) et lente
(15 jours) et n'est positive qu'au début de l'itiflecavant le stade de suppuration.

On peut également avoir recours a des techniquesmification génique (PCR)

Le test cutané, qui a rendu d'éminents servicasgtle abandonné car il est
dangereux non pas tant pour le malade que pourdéatin ; il n'est en effet guére
prudent aujourd’hui d'injecter a des malades desdpits d'origine humaine.

Le traitement

La MGC dans ses formes typiques guérit toute skalbactérie se montre in vitro

bien sensible aux antibiotiques mais leur effiGaaitvivo est plus décevante. Cyclines,
rifampicine, aminosides, cotrimoxasole chloramphéhiciprofloxacine et méme
pénicilline sont le plus souvent recommandés.

Conclusion

Les formes atypiques et généralisées de la MGGHKiga plus haut constituent peut-
étre un intermédiaire entre la forme typique, las@é et circonscrite, et les
redoutables maladies générales frappant les immé@machés. Sa constante bénignité
n'est pas si certaine...

On dispose maintenant d'une méthode diagnostiqgnenvasive : le sérodiagnostic,
qui doit surtout étre préconisé pour reconnaitre fiorme atypique.

Si le sérodiagnostic est négatif, on peut recomreatadbiopsie-exérése pour y



rechercher Bartonelle henselae par culture ou pae technique dbkiologie
moléculaire

MYCOBACTERIES

La famille desMycobacteriaceaele I'ordre deéctinomycetalesne comprend que le
genreMycobacteriumdans lequel on distingue les especes suivantes :

« groupe "tuberculosis"

o Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium africanum
Mycobacterium bovis
B.C.G.

o O O

+ les "atypiques"

Mycobacterium kansasii
Mycobacterium marinum
Mycobacterium gordonae
Mycobacterium xenopi
Mycobacterium avium-intracellulare
Mycobacterium scrofulaceum
Mycobacterium ulcerans
Mycobacterium fortuitum
Mycobacterium malmoense

O O O OO O o0 o o

« et Mycobacterium leprae

Structure chimique

Les mycobactéries retiennent les colorants malgcédn combinée d'acides dilués et
d'alcool. Cette caractéristique, appedémolo-acido résistanceest due a la richesse
de leur paroi en lipides. Elle est mise a profitipla coloration différentielle déiehl-
Neelsen

Cette paroi comprend :

« du peptidoglycane

« des lipopolysaccharides constitués principalemennycolate d'arabino-
galactane (I'arabino-galactane est un haptenald'acycolique est une tres
grosse molécule d'acide gras)

+ des cires dont certaines constituent I'adjuvariréend

+ le cord-factor (dimycolate de tréhalose) resporesdhin assemblage
filamenteux en forme de corde des cultures en miigide et stimulant
l'immunité



+ les mycosides (glycolipides et peptidoglycolipiddsit les constitutions,
variables selon les espéces et les souches, eddsmharqueurs
épidémiologiques.

MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

Principal agent de la tuberculodéycobacterium tuberculosiscouramment dénommé
bacille de KochouBK, est un pathogene strict de I'homme.

Morphologie

C'est un fin bacille assez long (2 a 5 um), légerdrmcurvé. Il a la structure d'un
Gram + mais est difficilement colorable par cettehhique. Pour I'observer au
microscope, il faut avoir recours a la méthode @élZ2Neelsen révélant son alcoolo-
acido résistance qui est une propriété communatagdes mycobacteéries.

Culture

Il cultive trés lentement (le temps de division@stvingt heures) en aérobiose a 36°C
et exige des milieux spéciaux.

Le milieu le plus utilisé est le milieu a I'oeuf deewenstein-Jensermui contient en
outre des sels minéraux, de la glycérine, de ltagjrae, de la fécule de pomme de terre
et du vert malachite.

Les colonies apparaissent en quinze jours ou $migines et sont caractéristiques,
rugueuses et verruqueuses, de couleur beige, eugsni

Caracteres biochimiques

Des caractéres biochimiques et enzymatiques coestities caractéristiques
biochimiques de l'espédé. tuberculosigpermettant son identification au sein du
genre.

+ production d'acide nicotinique ou niacine

« présence de nitrate réductase, de catalase easkuré

« résistance a I'hydrazide de l'acide thiophéne Rosatique ou TCH
« sensibilité au pyrazinamide

Vitalité - Résistance
Le BK est sensible a la chaleur, a la lumiere dails@ux U.V., aux rayons X et a
['alcool a 70°C mais résiste au froid et a lastsition, aux désinfectants et

détergents

Pouvoir pathogene



L'atteinte pulmonaire est la plus fréquente et aaifaste sous forme de :

« primo-infection latente

+ primo-infrction patente

. forme cavitaire commune
+ pleurésie

. formes médiastinales

« forme miliaire

Les atteintes extra-pulmonaires sont plus raremglgonnaire, osseuse, articulaire,
meéningeée, rénale, surrénale, digestive, génitale.

Il faut distinguer l'infection tuberculeuse démeeatipar le virage spontané (hors BCG)
de l'intradermo réaction (IDR) a la tuberculindaéuberculose- maladie qui donne
lieu & des manifestations pathologiques, cliniquesadiologiques, pulmonaires ou
extra- pulmonaires.

Epidémiologie

En France, l'incidence de la tuberculose décraishe taux d'incidence global cache
de fortes disparités régionales, I'lle-de-Franaetdt plus touchée, comme le montrent
les données épidémiologiques fournies par I'lndtifational de veille Sanitaire

(INVS).

Morbidité et mortalité” liées a la tubercul
France métropolitaine, 1972-2005

i * Tuberculose en cause principale de décés
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Cas déclares de tuberculose maladie par
Région, 2005 (Nombre de cas et taux)
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Le nombre de souches polyrésistantes aux antibiegiqugmente et la tuberculose
constitue encore actuellement en France un probtfEnsanté publique alors qu'on
avait espéreé une éradication prochaine autourmeses 1990.

Dans les pays en voie de développement, les gjagstconcernant la surveillance
épidémiologigue sont moins bien établies maisdasg tl'incidence estimés sont
beaucoup plus élevés (jusqu'a 200/100.000), suttms les régions a forte prévalence
d'infection par le VIH.

Tuberculose et VIH

La pandémie d'infections par le VIH a favorisédarudescence de la tuberculose. On
constate que 16% des tuberculeux sont VIH+ et tmesjue 8% de sujets VIH+
feront une tuberculose.

Si, aprés une primo-infection tuberculeuse, 3 ad&%sujets développent, au cours de
leur vie, une tuberculose maladie, cette propomiasse a 30% chez les sujets infectés
par le VIH . La tuberculose survient souvent aséeet elle est alors la conséquence
d'une réactivation endogene du BK dont le portage ftre ancien.

Lorsque l'infection tuberculeuse survient apréddition par le VIH, le risque



d'évolution rapide vers la tuberculose-maladidréstaugmenté.
La localisation de la maladie est souvent mixtémomaire et extra-pulmonaire.

Chez les sujets atteints de sida, au stade pldi$ dir I'infection, les mycobactérioses a
mycobactéries atypiqueblycobacterium avium-intracellularesont plus fréquentes.

Le traitement par antibiotique est efficace eulaerculose est curable chez les sujets
VIH+. Un traitement préventif par isoniazide estmaépréconisé dans les pays en voie
de développement en particulier.

Pouvoir pathogene expérimental

Le cobaye est tres sensible au BK et fait une tutbese généralisée qui le tue ; le lapin
guérit ; le singe en captivité est tres sensibleeaiesiste pas. Les bovidés ne sont pas
réceptifs avl. tuberculosis

Physiopathologie

La transmission est essentiellement interhumaiaesdurce de contamination est le
tuberculeux pulmonaire dont I'expectoration esteien mycobactéries. Amené par les
gouttelettes de Pfligger, le BK est inhalé et vgmtoger dans une alvéole ou il est
phagocyté par les macrophages. Certains resteptasig, d'autres sont véhiculés par
voie lymphatique jusqu'aux relais ganglionnairesing. lls se multiplient et devenus
suffisamment abondants, suscitent une réponse intairemqui est a l'origine de la
formation des tubercules ; lui fait suite la casation qui correspond a une nécrose
solide des tissus ou les bactéries se sont déwespporsque le caséum se ramollit, la
caverne se constitue dans le poumon et s'entaure dbque fibreuse la rendant
difficilement accessible aux drogues antibacillsitgne dissémination hématogene est
éventuellement responsable de localisations extiragnaires.

Pathogénie

Le BK ne produit pas de toxine et doit son poupaithogene a sa capacité de se
multiplier. La lyse des bactéries libére des comatits antigéniques qui suscitent une
réaction immunitaire induisant un état d'hyperdah& a I'origine de la transformation
caseeuse.

Allergie et Immunité. Phénoméne de Koch
La sensibilisation aux produits du BK appeddlergie tuberculinique, est mise a
profit a des fins diagnostiques (intradermo-réanti&lle est révélée par le BK lui-

méme, vivant ou tué, mais aussi par ses produwtgigues constituant la tuberculine.

L'immunité n'est jamais totale et constitue plutdtétat de prémunition. Elle n'est
induite que par des bactéries vivantes.

L'une et l'autre sont a médiation cellulaire. Lecarps décelables chez les malades
n‘ont aucun réle protecteur.



Le phénomene de Koc fournit une illustration expérimentale de cettetipalarité :
I'inoculation de BK vivants a un cobaye sain prawdgne tuberculose généralisée
mortelle en trois mois. Si cette premiére inocolaist suivie, aprés quelques
semaines, d'une deuxieme dose, on voit apparaitneeint d'injection, une ulcération
inflammatoire suivie d'une nécrose et d'une cisation de la lIésion. Cet effet est
également obtenu si on injecte de la tuberculine.

Diagnostic biologique
Il repose sur la mise en évidence et l'identifmatiu germe.
+ Les prélevements
lIs doivent étre repétés et effectués avant la enseeuvre du traitement. S'il
s'agit d'une tuberculose pulmonaire, on prélex@detoration obtenue par un
crachat ou par un tubage gastrique. On peut abs=mio les sécrétions
bronchiques au cours d'une fibroscopie par aspiralirossage ou lavage
broncho-alvéolaire. S'il s'agit d'une tuberculaseaepulmonaire, on recueille,
suivant les cas, les liquides de ponction, lesagriou le pus.
« Méthodes classiques

- Examens optigues

Recherche du BK au microscope aprés colorationeld du coloration a
l'auramine sur des étalements du produit patholmgéffectués directement ou
aprés homogénéisation.

Coloration de Ziehl-Neelseraprés action de la fuchsine a chaud (technique
rapide) ou a froid (technique lente), on traitpidéparation par I'acide nitrique
puis par l'alcool. Tous les éléments non alcooldearésistants sont alors
décolorés. On surcolore le fond par le bleu de yhétle et les bacilles alcoolo-
acido résistants (BAAR) apparaissent en rougeasut bleu.

Si on remplace la fuchsine par de I'auramqe est un composé fluorescent,
les BAAR apparaissent, en lumiere ultraviolettd]ants sur un fond sombre et
sont de ce fait plus facilement détectables.

- Culture

Elle est indispensable. On ensemence le prodwehtaellement concentré et
décontaminé (homogénéisation) sur milieu de Loeteéms

- Inoculation au cobayeméthode pratiquement abandonnée.

- Identification

Elle se fonde sur la morphologie, I'aspect desriefoet les caractéristiques
biochimiques (niacine, nitrate réductase..)



PIGMENT CULTURE NIAC | CATALASE | N

p S R E | 36°C | 42°C 22°C | 70°C
tuberculosis - - u + + . + s o
bovis ® " - - + - . + _
africantin g x g . + " - e i
BCG - - - + + . . 4 .
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avium - - - + + v - s +
tlcerans = i % B s . - 44 +
Jfortuitum - - +: i + + e o £
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+ = test positif, - = test négatif, v = résultatiable, F = faiblement
positif

P = photochromogéne, S = scotochromogene, R =ieslét) E =
colonies eugoniques, 36°C = culture a 36°C, 42%lture a 42°C,
Niac = production d'acide nicotinique, 22°C - aet&v22°C, 70°C =
active & 70°C, NIT = réduction des nitrates entegr

TCH = culture en présence d'acide thiophéne 2 gstiooe.

- Antibiogramme

La résistance des BK aux antibiotiques est la aureséce de mutations. Il faut
donc détecter, dans la population de bacilles faféauin malade, les mutants
résistants a des concentrations d'antibiotiquesings de celles obtenui@svivo
au cours des traitements. Si la proportion de ntsit@sistants dépasse le taux
de 1% , le traitement risque d'étre inefficace.

« Autres techniques d'isolement et d'identification

Le diagnostic biologique d'infection a mycobactemécessite donc de long
délais. Ces dernieres années, des méthodes rapidest développées.

- systeme biphasique

Il est composé d'un flacon de milieu liquide (7Hjrsonté de lames de milieux
solides. L'échantillon est introduit dans le fla@rapres 48 heures, les milieux
solides sont ensemenceés par retournement. Le systéactdycobacterium
tuberculosisen une vingtaine de jours.

- méthode respirométriqgue




La détection rapide de la croissance fondée smelsure du taux de CO2
produit par le métabolisme bactérien en utilisare méthode radiométrique ou
photométrique se fait en une quinzaine de jourteGechnique peut étre
utilisée pour réaliser les antibiogrammes.

- méthode chimigue

Une méthode chromatographique analyse les acideslignyes de la paroi dont
le profil est caractéristique des différentes egpec

- amplification par PCR

Directement applicable sur les prélévements, ceénode se réalise en
plusieurs étapes : lyse des bactéries, extractidératuration des ADN,
amplification d'une séquence de I'ADN bactérieréeélation par hybridation
avec une sonde marquée. La technique est trebkeaspermet un diagnostic
en quelques heures.

Des techniques rapides sont également utilisalolesigentifier une souche isolée

« Hybridation de I'ADN et de I'ARN bactérien avec womde marquée
- Détection de l'acide tuberculostéarique par chrographie gazeuse et
spectrométrie de masse.

« Méthodes immunologiques

La détection d'antigenes mycobactériens s'est@édcevante a cause de
nombreuses réactions croisées. L'amélioration olesatssances sur ces
antigenes et la production d'anticorps monoclormdusg spécifiques permettent
d'espérer des performances améliorées.

La mise en évidence d'une allergie tuberculinigaredes tests cutanés est
connue et appliquée depuis longtemps. Elle détestsujets sensibilisés,
malades ou non.

Le sérodiagnostic par hémagglutination passiveamigoint en 1948 par
Middlebrook et Dubos n'a guére été utilisé en rag® son manque de
sensibilité et de spécificité. L'utilisation de pagations antigéniques purifiées
n'‘ont amélioré ni la sensibilité ni la spécificité la méthode : il n'y a pas de
sérodiagnostic fiable de la tuberculose actuellédmen

Traitement

Le traitement de la tuberculose a été totalemansformé par I'apparition des
antibiotiques.Les antituberculeux sont :

Rifampicine

+ Isoniazide

+ Pyrazinamide
Ethambutol



Pour éviter la sélection de mutants résistants pohgntibiothérapie s'impose. Des
préparations galéniques associant différents pteduiampicine + isoniazide +
pyrazinamide ou rifampicine + isoniazide) sont disiples : elles diminuent le nombre
de comprimés a prendre chaque jour.

Des schémas de traitement ambulatoires de six soatsactuellement appliqués :
trithérapie (isoniazide, rifampicine et pyrazinasjigpendant 2 mois suivie d'une
bithérapie (isoniazide-rifampicine) de 4 mois.

Le repos et la cure sanatoriale ne sont plus irdignas plus que l'arrét de travalil. lls
sont remplacés par une surveillance clinique, tadique et bactériologique de
I'efficacité du traitement. Une courte hospital@atde quinze jours est souhaitable
pour confirmer le diagnostic, commencer le traitetmgii supprime le risque de
contagion.

La primo-infection tuberculeuse symptomatique @étié traitée par une cure complete
de 6 mois. La primo-infection asymptomatique estde chez I'enfant et I'adolescent
mais pas chez I'adulte sauf contexte épidémiol@ypguticulier.

En outre, la chimioprophylaxie est recommandée thizsujet en contact étroit avec
un tuberculeux contagieux. Les modalités classigeesette chimiothérapie
comportent une monothérapie par INH pendant sixsmoi

L'écueil essentiel des traitements antitubercuésixa non-observance.

Les tuberculoses a BK multirésistants, encore ramndSrance, nécessitent évidemment
des adaptations thérapeutiques.

B.C.G.

C'est une souche déycobacterium bovisepiquée par Calmette et Guérin sur pomme
de terre biliée. Apres 230 passages elle a perdiyptmuvoir pathogéne pour les
animaux et a été utilisée chez 'hnomme depuis t82ime vaccin antituberculeux.

Les recommandations concernant la vaccinationténinédifiées du fait de la
régression de l'incidence globale de la tubercudmsErance, mais de son augmsaata
dans les populations originaires d'un pays de famteemie tuberculeuse : I'obligation
vaccinale par le BCG a été levée en juillet 200%18aBCG reste fortement
recommandé des le premier mois de vie pour lesenéarisque, notamment ceux
provenant d'un pays de forte endémie ou dont lenpasont originaires d'un tel pays.
Une recommandation de vaccination généralisée a@sissons est maintenue pour les
régions a haut risque que sont I'lle-de-Franca &tuyane.

(voir le texte complet dans le B.E.H consacré denchier vaccinal 2007 :
http://www.invs.sante.fr/beh/2007/31_32/beh_31 3D 72pd)

Les colonies de B.C.G. apparaissent sur milieuauenstein en deux a quatre
semaines. Les colonies sont rugueuses, eugonicaisepius étalées que celles du BK.
En outre, des caractéres biochimiques I'en diffédeenpas de production de niacine,
absence de nitrate réductase mais présence daseatall'opposé du BK, le B.C.G.



résiste au pyrazinamide mais pas au TCH. |l esiudre résistant a la cyclosérine, ce
qui le différencie dé/lycobacterium bovis

MYCOBACTERIES ATYPIQUES

Ce sont des mycobactéries n'appartenant ni auggriaberculosis"Nl. tuberculosis,
africanum, bovisB.C.G.) ni a I'espédeprae Elles sont présentes dans
I'environnement et chez les animaux et se compioctesz I'homme comme des
opportunistes. Elles sont la causentigcobactérioses

Pouvoir pathogene

Les mycobactéries atypiques sont responsablestdelpgies variées, pulmonaires,
cutanées, ganglionnaires, septicémiques selorspEses en cause.

kansasii respiratoires

Xenopi respiratoires

avium intracellulare  disséminées (associées au SIDA)
scrofulaceum ganglionnaires

marinum cutanées

fortuitum et chelonei cutanées

ulcerans ulcérations dermo-nécrotiques (pays tropicaux)

Les mycobactéries atypiques occasionnent des eatiofls chez les malades atteints
de sida avéré aux stades tardifs. (contrairem&httaberculosiy

Diagnostic biologique
Il se fonde sur la mise en évidence de la bactalieolo-acido résistance et culture) et
son identification d'apres la morphologie et I'a$pkes cultures et surtout d'apres les

caractéres biochimiques décrits plus haut.

Des sondes géniques permettent l'identificatiordeage certaines especgeidonae
etavium-itracellularg

Les résultats doivent étre interprétés en tenamipt® du contexte clinique car ces
bactéries sont des opportunistes et leur isolepeuritétre le fait d'une simple
contamination.

Traitement

Les mycobactéries atypiques sont souvent plustaéses aux antituberculeux gk
tuberculosismais certains antibiotiques non spécifiques ofasuties peuvent étre



actifs. La sélection facile de mutants polyrésitgampose, dans tous les cas, une
polychimiothérapie éclairée par les données déabiagramme.

CHLAMYDIA

Successivement dénomntéklamydozoajuand on les croyait apparentés aux
protozoaires puiBedsoniagen hommage a Bedson qui avait mené une importante
étude sur la psittacose, plilsyagawanella suite aux travaux de Miyagawa sur la
lymphogranulomatose vénérienne, ces agents sontanant classés dans l'ordre des
Chlamydiales, famille deShlamydiaceaegt forment le genr€hlamydiaqui

comprend trois espéecepsittaci,pneumoniaet trachomatis elles-mémes divisées en
sérovars et biovars responsables d'infections fapées.

TAXONOMIE
Ordre Chlamydiales
Famille Chlamydiaceae
Genre Chlamydia Chlamydophila
Espéeces trachomatis psittaci pneumoniae
Types A, B,C Da L1,L2, |1,1A, 2,3, |biovar TWAR
K L3 4,5,6,7, 8,
9, 10,
11,11A
Habitat homme animal et homme
homme
Pathologies | Trachome | MST | LGV Psittacose | Inf. respiratoires
Transmission | oculaire génitale respiratoire

Ce sont des bactéries de petite taille, (0.2 miétosh parasites cellulaires obligatoires,
possédant ADN et ARN, dont la paroi, mince, resderalzelle des bactéries a Gram
négatif.

CYCLE DE DEVELOPPEMENT
Leur cycle de développement les différencie de lesiqutres procaryotes ; il se

déroule dans la cellule a l'intérieur d'une vacu@gvée d'une invagination de la
membrane cellulaire.
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Leschlamydiagpénétrent dans la cellule par phagocytose sousefdecorps
élémentairesde 0,2 micrometre et sont englobés dans une vadawis laquelle ils se
transforment eorps intermédiairespuis encorps réticulés(0,8 a 1 um). lls se
multiplient par division binaire; la vacuole augrtede taille et devient une grande
inclusion basophile. Aprés 4 a 5 divisions, leppsméticulés subissent une maturation
en corps intermédiaires puis en nouveaux corpseglaires. L'inclusion finit, aprés un
délai de 48 a 72 heures, par éclater en lysamliale hdte et en liberant des corps
élémentaires qui parasitent de nouvelles cellules.

Les corps élémentaires sont la forme virulente tegispouvoir infectieux diminue
sitot I'entrée dans la cellule et devient nul pesrcorps réticulés.
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STRUCTURE ANTIGENIQUE

La paroi contient plusieurs structures antigéniques

o unantigene de genrethermostable, de structure lipopolysaccharidique

(LPS) tres proche de celle du LPS des bacillesaanGrégatif. Il est
présent a tous les stades de développement estugoaun trois
especes ; il est extractible et utilisable en réaale fixation du
complément pour le diagnostic de la lymphogranutoseveénérienne
et de I'ornithose-psittacose qui sont des affestmovoquant une forte
réponse anticorps décelable par cette réactioseesible;

o unantigene spécifique d'especeprotéique, correspondant a la
"protéine majeure de la membrane externe" (PMMEjntiolabile,
présent a tous les stades du développement etedifééselon les
especes.

o desantigenesspécifiques de typegprotéiques, qui caractérisent les
différents sérotypes : 15 pour l'espéeEhomatis 13 pourmpsittaci (un
seul poupneumoniag

Les anticorps dirigés contre ces différents antgésont décelables par réaction
d'immunofluorescence indirecte, par technique ELt®BApar Western blott. lls n'ont
guére de pouvoir protecteur

HABITAT ET POUVOIR PATHOGENE

BChlamydia trachomatis



C'est un pathogéne presqu'exclusif de 'homme.

Quatre sérotypes (A,B,Ba,C) sont responsablesaghame, infection conjonctivale
sévissant dans les pays en voie de développement.

Huit sérotypes (D a K) sont en cause dans des theslaexuellement transmises"
(M.S.T. fréquentes et souvent asymptomatiques) :

« Localisations basses
o urétrites non spécifiques et post gonococciqueadjdpnites chez
'homme ;
o cervicites et urétrites chez la femme.

+ Localisations hautes
o prostatite
o salpingite aigué ou chronique, stérilité tubaire

« Localisation extra-génitales
o conjonctivites folliculaires.
o syndrome de Fiessenger-Leroy-Reiter associant notijite, urétrite et
atteinte articulaire.
o conjonctivite a inclusions, pneumonie, rhinite diteochez le nouveau-
né, contaminé au moment de I'accouchement.

Trois sérotypes L1, L2 et L3 sont les agents diglees de la lymphogranulomatose
vénérienne ou maladie de Nicolas-Favre.

BChlamydia psittaci

Il est réepandu dans le monde animal (oiseaux, lsefiovins). 'homme n'étant qu'un
hbte occasionnel.

La psittacose désigne la maladie des perroquetsighes et serins ainsi que la male
humaine ; le terme "ornithose" concerne les matadés oiseaux sauvages ou de basse
cour.

La psittacose humaine donne lieu a une bronchopoeiem

BChlamydia pneumoniaévoir plus loin, paragraphe spécial)

DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE

BChlamydia trachomatis

En raison du site intracellulaire de la bactétiest indispensable que le prélevement
contienne des cellules : il faut donc procéder gagltage doux de la muqueuse.

On peut tenter de mettre en évideficgachomatigdans les cellules atteintes par un
examen microscopique. On observe le frotti aprésration de Giemsa ou coloration a



I'iode (car les inclusions contiennent du glycogémir y déceler des cellules
contenant des inclusions qui déforment le noyauethkniques plus récentes
d'immunofluorescence directe, utilisant un antisarpnoclonal antC.trachomatis
marqué, permettent d'observer les corps élémestaire

L'isolement sur culture cellulaire est la méthaalelus fiable ; elle s'effectue sur
cellules Mac Coy ou Hela. Le prélévement doit @tteduit dans un milieu spécial
pour Chlamydiaou congelé a -70°C s'il ne peut étre inoculé imatéchent. Il est dilué
dans un milieu contenant un aminoside et centrifdgées 72 heures, on observe au
microscope les cellules colorées par le Giemsald'ou en immunofluorecence directe
apres traitement par un monoclonal.

Les techniques de biologie moléculaire sont plusibées. Les procédés disponibles
sont soit I'nybridation ADN/ARN détectée par chamiinescence, soirt la polymerase
chain reaction (PCR)

Le diagnostic sérologique est d'un grand secourboteservation directe n'est pas tres
sensible et la culture pas toujours réalisable.

L'antigene est constitué de cellules infectéesenoadps €lémentaires obtenus par
culture deChlamydiadans les sac vitellin de I'oeuf de poule embryonné

Les méthodes utilisables sont 'immunofluorescendigecte ou
I'immunoenzymologie. Sont significatifs des titred6 chez 'homme et > 64 chez la
femme ; la présence d'IgM signe une infection récamais elle est souvent fugace.
Une séroconversion ou une nette ascencion du esiamticorps a la méme
signification.

La présence d'anticorps de classe IgA fait suspaoteinfection active et haute.

L'exploration de I'immunité cellulaire par le tel&t transformation lymphoblastique est
possible mais peu utilisée.

L'intradermo réaction a l'antigéne dde Frei a @ts&sée pour le diagnostic de la
maladie de Nicolas-Favre.

BChlamydia psittaci

La réaction de fixation du complément utlisanttigéne de groupe donne des résultats
interprétables dans l'infection humain€ gpsittaci

TRAITEMENT

Rifampicine, cyclines, macrolides et fluoroquinasrsont actifs ; les sulfamides sont
actifs surC. trachomatignais sans effet s@. psittaci

Toutefois les formes intracellulaires sont beauqolup résistantes et ceci impose des
traitements prolongés.



#Dans les infections oculaires, on utlides tétracyclines en applications locales ¢
voie générale. Il faut traiter le trachome pendhat8 semaines.

+Dans les conjonctivites a inclusions de I'adultepeut utiliser un collyre a la
rifampicine.

wmLes infections génitales sont traitées, pendamtzgujours au moins, par
oxytétracycline, doxycycline ou minocycline sansetine de traiter le partenaire.

#Chez le nouveau né ou la femme enceinte on uldsenacrolides.

CHLAMYDIA PNEUMONIAE



IERTING. IT i TR znr ST T e Tl "

L'individualité de cette nouvelle espéce, d'abealiée sur des critéres antigéniques, a
été confirmée par des données de la biologie mialiéeu

MANIFESTATIONS PATHOLOGIQUES

On peut étre infecté a tous les ages de la vie mamladie parait plus grave chez
I'adulte et le sujet ageé.

Tous les étages de I'appareil respiratoire peldteatsuccessivement ou isolément
atteints : sinus, pharynx, larynx, donnant liewna taucicité de la voie qui est
fréguemment observée - mais aussi bronches etggmme pulmonaire donnant un
tableau de pneumonie atypique.

EPIDEMIOLOGIE

La prévalence élevée (50% chez I'adolescent)) mesogps dans la population laisse
supposer qu€. pneumoniaest un germe tres largement répandu. C'est ungetie
strictement humain dont la transmission est dirgnterhumaine et se fait par voie
respiratoire.

DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE

Il se fonde sur l'isolement de la bactérie paruralsur oeuf embryonné, ou sur cultures
cellulaires (sur lesquelles l'isolement €sppneumonia@’'est parfois pas réussi). L'effet
cytopathogene se manifeste sous forme de petitessions rondes caractéristiques.

La mise en évidence d'anticorps sériques met ediyeuses techniques sérologiques
(immunofluorescene, ELISA).

Les techniques de biologie moléculaire - hybridabo PCR - seront sans doute
essayées dans un proche avenir.

TRAITEMENT

Macrolides et cyclines sont actifs stinlamydia pneumoniae



MYCOPLASMES

Les mycoplasmes sont des procaryotes dépourvuarde [ts sont largement répandus
dans la nature, chez I'animal, les insectes qiléages. Chez 'homme, la plupart des
especes qu'on isole sont commensales ou occademeat pathogenes.

TAXONOMIE

ass¢ Mollicutes

‘dre Mycoplasmatales

umille Mycoplasmataceae Acholeplamatacea# Spiroplamatact
anre Mycoplasma Ureaplasma Acholeplasma Spiroplasma
) 50 1 6 1

pece

bitat homme, animaux | homme, animaux animaux insectes, plan

Deux genresiAnaeroplasmaet Thermoplasmane sont pas classeés.

CHEZ L'HOMME

On ne rencontre chez 'homme que les gelgoplasmaet Ureaplasmaqui sont
isolés de deux sites principaux :

* Arbre respiratoire : on y trouveMycoplasmgneumoniaegui n'est pas un
commensal, ainsi gudycoplasmaorale etsalivarium

*\Voies génitales on y rencontréreaplasmaet Mycoplasmagenitalium hominiset
fermentans

CARACTERES BACTERIOLOGIQUES

Les mycoplasmes sont des bactéries dépourvuesaie g petite taille (300 nm) et,
de ce fait, non perceptibles au microscope optifaeytoplasme contient un génome
tres court et des ribosomes. La membrane en &aildts contient des lipides en
grande quantité, des glucides, des glycolipideestprotéines.

La culture en atmosphere microaérophile est lerais possible sur des milieux
acellulaires pourvu gu'ils contiennent du cholestét des extraits de levure,
précurseurs pour la synthése d'acides nucléiqesscalonies, trés petites, apparaissent
en plusieurs jours et doivent étre observées atpstope inversé ou a la loupe. Elles
ont une allure caractéristiquert' oeuf sur le plat.

In vivo, les mycoplasmes se multiplient en dehors desleslmais adherent a leur
surface. lls sont sensibles a I'environnement {pipérature, agents tensioactifs,
pression osmotique).



Fermentation du glucose, hydrolyse de l'argininel®lurée sont des caracteres
métaboliques utiles a l'identification bactériokpgg.

Les mycoplasmes possédent des antigenes spécitigugsupes d'especes

POUVOIR PATHOGENE

Mycoplasmapneumoniaeest responsable chez I'homme de la "pneumoniecaigpi
(Eaton). Elle sévit a tout &ge mais plus encore tbafant et I'adulte jeune.

« Le début est progressif apres une incubation dsegme de 15 a 20 jours. La
maladie se manifeste par de la fievre, un maldise céphalées, des myalgies et
rachialgies et surtout une toux séche et opiniététat général est peu altéré.
L'examen physique est pauvre en symptémes maiméeges radiologiques
impressionnantes. L'évolution est en régle lentéméessive mais la
convalescence est longue et la toux persistante.

- Des complications et localisations extra-pulmorsagent possibles : pleurésie,
eruptions cutanées, sinusites, myocardites, péitear atteintes articulaires
anémie hémolytique, manifestations nerveuses,tinfecgénitales.

Les Mycoplasmes génitausont souvent des commensaux.

+ Chez I'nomme, ils sont peut-étre la cause d'ueétribn gonococciques, plus
rarement de prostatites et d'épididymites. Leuéaitim aux spermatozoides
serait responsable de stérilite.

+ Chez lafemme, on les isole dans des cas de vagjilcgrvicites, salpingites
mais il n'est pas toujours certain qu'ils soiespomsables des troubles ; leur
découverte ne doit pas masquer une éventuelldimfiegChlamydia lls sont
également incriminés dans des cas de fievre dugaotim, d'infections
urinaires ou pelviennes.

« Une contamination du nouveau-né lors de I'accouenhérst possible et donne
lieu a une infection néonatale. Si la contaminasiorvient pendant la
grossesse, il y a risque d'avortement ou d’hypbieoge I'enfant.

DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE

Du fait de I'adhérence des mycopiees, les prélévements doivent ramener des cel
Les brossages bronchiques ou lavages broncho-aikeslles produits de grattage des
mugqueuses ou les liquides biologiques centrifugésiennent beaucoup mieux que les
prélevements sur écouvillons.

Le diagnostic microscopique direct est impossifle.peut cependant rechercher, avec
des chances de succes, les antigenes par degjigehitnmunologiques :
immunofluorescence directe, immunoenzymologie amimoprécipitation.

La culture des mycoplasmes, qui prend plusieunsjmécessite des milieux spéciaux
et un protocole rigoureux. L'identification se ferslr la morphologie des colonies et
sur les propriétés métaboliques.

Le diagnostic sérologique est essentiel dans festinns aMycoplasma pneumoniae



Les anticorps spécifiques sont révélés par divaesdgsiques : immunofluorescence,
ELISA ou immunoblotting. Ascension de la concembratles anticorps entre deux
sérums prélevés a 15 jours d'intervalle ou présdig®l spécifiqgues témoignent d'une
infection récente.

La présence d'un taux élevé d'agglutinines froedeparfois constatée dans les
infections aMycoplasma pneumoniarais elle n'est ni constante ni caractéristique.

TRAITEMENT

Les mycoplasmes sont insensibles aux bétalactamihfeait utiliser lesmacrolides
ou lescyclines.

Quelques définitions...

ANTHROPONOSE

« maladie infectieuse propre a ’'homme (gonococgiph#is, fievre typhoide,
coqueluche)

ANTHROPOZOONOSE
« maladie infectieuse commune a ’lhomme et a l'an(iisériose, brucellose)
CONTAMINATION
+ (cum = avec, taminare = souiller)
+ présence de micro-organismes sur (ou dans) un, oijetsubstance, un
organisme vivant qui, normalement, ne devraientspagouver.
INFECTION OPPORTUNISTE
« infection liée au développement d’'un microbe opjnuste
INFECTION RECURRENTE
« (qui revient en arriere)
« reprise d'une maladie apparemment guérie sans aawantact pathogéne
(herpes, zona).
« L’emploi de ce terme implique une délai beaucouws pdbng (plusieurs mois,
plusieurs semaines) que la rechute
RECHUTE
« reprise d'une maladie qui était en voie de guérison

INFECTION RECIDIVANTE

« nouvelle manifestation d’'une maladie infectieusgaaurement guérie



(furoncles staphylococciques).
MICROBE PATHOGENE

« se dit d'un microbe apte a provoquer des troubdes din organisme soit par
virulence, soit par toxinogenese

« |l existe des pathogenes stricg {yphi Tr. pallidum ) des pathogénes
occasionnel¢St. aureus)des " pathogenes " opportunistes.

TOXINOGENESE
« capacité de produire une toxine.
ZOONOSE

+ (zb6on = animal, nosos = maladie)
« Maladie infectieuse propre aux animaux (Maladi€deré, Choléra des poules)

TOXI-INFECTION

« Maladie infectieuse liée a la multiplication d’'uncnobe et a I'effet de la (ou
des) toxine(s) qu'il sécrete
« exemples : diphtérie, toxi-infections alimentaires

INTOXICATION

« Troubles provoqué par une toxine ou toute autrstanice nocive.

« En pathologie infectieuse, le terme s’appliqueaurtorsque la toxine est une
exotoxine.

+ exemple : tétanos.

INTOXINATION

« néologisme parfois utilisé pour désigner une irdation sans infection.
« exemple : botulisme.

EPIDEMIE

« maladie infectieuse qui atteint en méme temps andynombre d’individus et
se propage par contagion.

« exemple : peste, choléra.

« Une épidémie est limitée dans le temps et dangd@s

ENDEMIE

« maladie infectieuse persistante dans une colléetou une région déterminée.
+ exemple : le paludisme

PANDEMIE



« épidémie mondiale
« exemple : la grippe.

ANADEMIE

« maladie épidémique non contagieuse qui atteintlsimément plusieurs
membres d’une collectivité qui s’infectent a la neésource.
« exemple : |égionellose

CONTAGION

Transmission directe (les gouttelettes de Pfliggendirecte (le manu-portage) d’'une
maladie d’un sujet atteint a un sujet sain.



Les Virus

définition :

Parasite intracellulaire obligatoire ne pouvantsgtiplier qu'a l'intérieur d'une cellule hote et
utilisant sa machinerie cellulaire.

Il contient :

-Uneinformation génétique sous forme d'ADN ou d’ARN

-Une structure de protection souvent protéique,pamte, pour protéger son Acide Nucléique
: La Capside



On peut ainsi classer les virus en 2 catégories :

les virus possédant une capside a symétrie icagaédjou encore hexagonale)

les virus possédant une capside a symétrie hédileo{domme le virus de la mosaique du
tabac).

Le virus prend le pouvoir dans la cellule infect@ers les systemes de la cellule sont
canalisés pour fabriquer du virus.

Historique

1900-1935 : Hypotheése des agents ultrafiltrants

1935 : Stanley: Purification du virus de la mosaidu tabac (VMT)

1936 : Découverte de particules virales sous fotrderbatonnets allongés

1941 : Des travaux de radio-cristallographie monitggie ce virus sont constitués par
'assemblage régulier de sous-unités identiques

1947 : Shramm décrit la dissociation du VMT en pragéine et un ARN

1952 : Harris et Knight montrent que le VMT est stitaé par I'assemblage de sous-unités de
poid moléculaire égale a 17300 Da

1954 : Démonstration de la symétrie hélicoidale\fason

1955 : Fraenkel-Conrat réussit a reconstituer dass\ihfectieux en mélangeant protéines et
ARN purifiee

1956 : Fraenkel-Conrat démontrent le pouvoir infeak de I'ARN isolé

1977: Eradication officielle de la variole selaprdjanisation mondiale de la santé grace a la
vaccination basée sur la découverte de Jenner)1796

Années 80: Découverte du virus dimmunodéficienamdine par Gallo et Montagnier.



CAPSIDE et ENVELOPPE

1.

La Capside

La Capside est une structure qui protege le gémumérus (génome qui est souvent
de petite taille). Le virus utilise un nombre degéninimale pour constituer cette
capside formée de brique identiques,les protéiramagside.

Il existe 2 grand type de structure de capside:
les virus astructure hélicoidaleet lesvirus a structure icosaédrique(cubique).

a. Structure a symétrie hélicoidale

On peut définir un virus a symétrie hélicoidal pgrarametre:

-Le nombre de sous-unités protéiques par tour

-Le pas de I'hélice

-L'angle[! (angle formé entre I'axe central de la capside learycentre de 2 sous-
unités)

-le nombre d (distance entre 2 sous-unités)

-la longueur de I'nélice

Un bon exemple de virus possédant ce type de stauest le Virus de la Mosaique du
Tabac (TMV)

b. Structure a symétrie icosaédrique

Les capsides a symétrie icosaédrique sont forns®aie-unités formant un réseau
hexagonal composé de 20 faces et de 12 sommeist(st en icosaedre) et 3 axes de
symétrie par rotation..

Un bon exemple de ce type de virus sont les adéamovi

- Nombre de triangulation : 25

- 60T sous-unités : 25*60=1500 (60: 20 sommetsiBamités par triangulation)
- 12 pentons

- 60 sous-unités (12 pentons*5)

- 240 hexons (1500-60)/6 (un hexon regroupe 6 sOiES)

=> Nombre totale de capsomére: 252 (240 hexonspehfons)

c. Structure combinée

Il existe en plus de ces 2 catégories une symétrigbinée (cf. phage T4)

d. Fonction de la capside

La capside protege le virion lorsque celui-ci seve a I'extérieur. Pour les virus
nus (sans enveloppe), c'est elle qui porte lesmé@tants viraux qui se lient



spécifiguement a des récepteurs cellulaires.

2. L’enveloppe

La capside de certain virus peut étre entouréeedduneloppe de méme nature lipidique que
les cellules infectées.

Cette enveloppe porte alors les déterminants vifglycoprotéines...) qui se lient aux
récepteurs cellulaires de maniere spécifique.

Apres fixation aux récepteurs de la membrane @ikl I'enveloppe peut fusionner avec cette
membrane et permettre l'introduction du nucléochgpdans la cellule (ex: le virus HIV.

Il est important de noté que le caractéere envelafyp@virus lui confere une certaine fragilité.

Les différents types d'acide nucléiques retrouvéshez les virus

En gros il faut savoir qu'il existe des virus a:

-ADN double brin (+/-) linéaire
-ADN db circulaire (rare)
-ADN sb + (rare)

-ADN sb - (rare)

-ARN sb +

-ARN sb -

-ARN sb +/- (rare)

NB:

-Virus & ARN +:

Virus dont I'ARN peut étre immédiatement traduit |gs ribosomes en
protéines virales qui assurent la réplication duogée virale et la synthése
des protéines de capside.

-Virus a ARN - :
Virus dont le génome (ARN) doit étre préalablentesmscrit en ARN +
(ARNmM) par une polymerase virale



« Classification des Virus

On peut classer les virus suivant plusieurs classion

| |Reliquats de cette classification

Classement basé sur les |Les Virus des hépatites
symptdmes provoqués (inflammation du foie)

Classement basé sur les ||les arbovirus
caractéres épidémiologique(regroupe 5 familles de virus différentes)

Classement basé sur les
anomalies cytologiques dont
ils sont responsables

De 1941 a 1962, mise au
point d'un systéme de

classification basé sur les
caractéristiques structurales
des virus.

-Classification de Lwoff Horne et Tournier

Cette classification comportecritéres essentiets
-La Nature du matériel génétique c'est a ditype d'Acides nucléique§ARN+ ou -, ADN
db ou sb...).
-Le type desymétrie de la capsidécubique ou hélicoidale)
-Le caractérau (ne possédant pas d'enveloppegnueloppé(possédant une enveloppe
autour de la capside)
- Les caractéristiques morphologiqueslu virion:

.Le nombre de capsomeres et le diamétre datiayda virale pour les virus a symétrie
cubique.

.La longueur et I'épaisseur des nucléocapsideslps virus a symétrie hélicoidale.

Transmission des Virus et cycle de multiplication
Le cycle de multiplication d'un virus peut se décomoser en 4 étapes
-L'attachement
-La pénétration avec ou sans décapsidation
-La réplication

-La libération

1. L'attachement

L'attachement du virus a sa cellule cible peut&®pde 3 maniéres différentes selon
le type de virus:

1 :un méme récepteur peut étre exprimé sur diftérgmes cellulaires

Différentes parties d'un méme anti-récepteur petremonnaitre différents récepteur
Clet] : la fixation du virus peut-étre indirecte, médsadt par les anticorps soit par les
anticorps associés a des fractions du complément.



ex : le virus de la Dengue, VIH

NB : rappel de quelques notions :

-Un récepteur est une structure cellulaire ousel cellule : ex : le CD4 du LT pour
le viru VIH

la structure virale se fixant sur le récepteun'asti-récepteur

-Dans certain cas (et 1) le virus pénétre dans le cellule par l'intermidid'une
fixation Ig-antirécepteur virale.

Ceci explique le fait que certain virus infectetagres espéces et pas d'autres (notion
de barriere d'espece) .

La pénétration / décapsidation

-Pénétration du virus dans la cellule hote:

On peut considérer qu'il exisBevoies possibles de pénétratiotu virus dans la
cellule hote:

-Pénétration paranslocation

-Pénétration paendocytosg(différentes selon que 1érus soitnu, c'est a dire sans
enveloppepu enveloppé

-Pénétration pdiusion/lyse(le virus fusionne sa membrane avec celle de laleel
hote et expulse a l'intérieur du cytoplasme cdliellsa capside (décapsidation
partielle).

-Décapsidation du virus:

Comme on le voit sur le schéma,décapsidation peut s'effectuer dans le
cytoplasmeou au niveau des pores nucléairegtre complete(c'est le cas pour la
majorité des viruspu partielle (chez les rotavirus)

Le phénomene de décapsidation peut étre

- unphénomene passif li€é a la cellul@égradation de la capside par des enzymes
protéolytiques) .

-unphénoméne ou le virus prend une part activelans sa propre décapsidation en
utilisant des décapsidases.

La réplication

Au sein de la cellule, le virus a deux obijectifs :
-Synthétiser ses protéines virales
-Amplifier son génome

A ces 2 objectifs, la cellule impose des contrainte

-L'acide nucléique virale doit comprendre l'infotina nécessaire a la synthése des
composants structuraux et non structuraux

-Cette synthése doit étre entierement réalisé&apaachinerie traductionnelle de la
cellule (les ribosomes utilisés sont necessairemiengine cellulaire).

-L'information génétique fournie par le virus ateehachinerie (ARNm) doit étre
conforme aux contraintes liée a la traduction daszucaryotes, a savoir:

.que les ARNm soient de polarité positive



.que les ARNm soient nécessairement monocistrogifluARNmM = 1 polypeptide)

Selon le type de virus ( virus a ADN, a ARN +la Yéplication se fait de maniére
différente:

-Les Virus a ADN : leur réplication se calque selleede I'ADN cellulaire
-Les Virus a ARN:

Les virus a ARN sont l'unique exemple d'organisdwd le génome est constitué
d'ARN.

Il requierent pour leurs réplication uARN polymérase ARN-dépendante

La plupart des virus a ARN animaux se multipliemt eellules anuclées ou en
présence d'actinomycine D (sauf les Myxoviridag,Banyaviridae et les retrovirus) .
On distinguera:

-les virus dont ARN génomique est codanfARNg = ARNm) : ex: les phages a
ARN, les piconavirus, les togavirus) .

Par convention, on les noARN+

-les virus dont ARN génomique est non codanfARNg -> ARNm) : ex: les
Orthomyxoviru, les paramyxovirus, les rhabdoviles,réovirus.

Par convention, on les no#dRN-.

Réplication de ces virus

-L'ARN des virus a ARN+(dont I'ARN code directement pout les protéine) est
transcrit directement par les ribosomes cellulgi@s donner des protéines dont
I'ARN polymérase ARN-dépendanteet les protéines de structure.

-Les virus a ARN- possede une protéine réplicagedéboré qui permet de répliquer
I'ARN- en ARN+, permettant ainsi une transcritiangénome virale .

Effets cytopathiques de la réplication des virus amaux :

Certains virus animaux peuvent induire des effgtspathiques sur les cellules
infectées:

-Vacuolisation

-Arrondissement et décollement des cellules (corsinedles étaient Trypsinées)
-Non absorbtion des colorants vitaux (Bleu de Tryparouge neutre)
-Inclusion virale

-Manifestation apoptotique

Lorsque des virus induisent de tels effets, il¢ soialifiés de cythopathogene.

La libération du virus

On peut considérer qu'il exisdepossibilités de libération:

-Lalyse cellulairequi induit souvent un relargage de milliers ddipales virales.
-Une libération pabourgeonnement cytoplasmique la membrane cellulaire est
ensuite remaniée, des protéines virales s'y inséran

-Une libération pabourgeonnement nucléairgla membrane du virus sera issue de
la membrane nucléaire).



Trois critere sont donc déterminant dans les mtatie réplication du virus:
.La polarité de I'ARN (+ ou -)
.La segmentation
.Le fait que I'ARN soit simple ou double brin.
« Multiplication d'un virus chez un individu

Virus et hbte

Les différentes portes d'entrées des virus dans fganisme

Pour infecter un organisme comme ['étre humainviles disposent de plusieurs portes
d'entrée potentielles:

-l'oell

-I'oropharynx (bouche et nez)

-le systéme respiratoire

-la peau

-le systéme digestif

-le systeme urogénitale.

-Porte d'entrée : la peau

le virus peut y pénétrer:

. lorsque celle-ci a subit une ou des lésions mirse(ee. Des papillomavirus, du virus de
I'hépatite B, du HSV ou du Poxyviridae).

. lorsque celle-ci a subit une ou des Iésions magecwexme des morsures ou des injections
(ex. du virus de la rage, de I'népatite B, du HIM,CMV ou de I'EBV).

. lors d'une pigdre par un arthropode (ex. des arbsyi

-Porte d'entrée : le systeme respiratoire

Infections virales

s‘accompagnan

de symptomes
respiratoires

[ . . T .y "
Infections virales généralisées généralement sanptémes
respiratoires locaux

locaux
-Virus -Rubéole
respiratoire -Rougeole
-HSV -Oreillons
-CMV -Varicelle

-EBV -Variole




-Porte d'entrée : le systeme digestif

Bouche - . .
Tractus intestinale
Oropharynx
-HSV -Entérovirus
-CMV -Virus des gastro-entérites
-EBV -Adénovirus

1. La diffusion du virus dans l'organisme

-Diffusion locale dans les surfaces épithéliales

Le virus ne traverse pas les cellules épithélialest une diffusion locale.
-Diffusion lymphatique

Le virus passe au travers des cellules épithéletlest ensuite drainé par le systéme
lymphatique (ce qui provoque une virémie) a traveus le corps jusqu'a ses cellules
cibles.

Les virus qui provoquent des infections systémigledgent se propager a partir du
site d'entrée jusqu'a leur ultime cible, soit paievsanguine, soit par voie nerveuse.

-Diffusion par voie sanguine

.La diffusion du virus dans le corps par les voiegssnes entraine une virémie (une
diffusion du virus dans tout le corps)

les étapes de la virémie

.Le virus peut diffuser par les voies sanguinesrs2lmodes de transports

Libre
dans le |-Piconaviridae
plasma

Associé
aux -Rétrovirus

cellules |-Herpésviridae
sanguines

\* 2




-Diffusion par voie nerveuse

.Le virus de I'Herpes et de la Varicelle:
Cheminement: Peau<=>Nerfs périphériques<=>Gamg|
L'Herpetoviridae ne passe pas les cellules meutonales.

.Le virus de la Rage:
Cheminement: Peau<=>Nerfs périphériques<=>@Gerve
Le virus de la Rage suit la voie neuronale.

L' intéraction Virus-Cellules endothéliales

Pour franchir la barriere endothéliale, les virispdsent de plusieurs possibilités:
-Franchissement par migration passive.

-Franchissement par infection des cellules endiailes|

-Franchissement par diapédése (les virus ont i@t cellules qui se déforment pour
passer entre les cellules endothéliales).

2. Le choix de la cible - Notion de Tropisme

Le virus choisit son organe cible en fonction ddéquation des récepteurs dont il
dispose a sa surface et des antirécepteurs typeliigles qu'il infecte.

|Organe cibIéType de Virus

Foie | Virus des hépatites
Gla'md.es CMV
salivaires
Tractus
. . |Rougeole
respiratoire
Peau | Poxvirus
Muscles . ..
) Picornarviridae
Lisses

Articulations|Rubéole
IPancréas | Oreillons




Le tropisme est lié a I'abscence ou a la présenceutirécepteurs:

Types de
;I'/ypes de cellules Récepteurs cellulaires
irus . g
infectées
VIH #ymphocyte CD4
EBV 'éymphocyte cad
'Rage | Ganglioside
IRhinovirus| ICAM1

Mais ceci n'est pas toujours suffisanudtes facteurs rentrent également en jeu
-Lesfacteurs physico-chimique comme la Température

ex: Le Rhinovirus nécessite pour infecter une telfue celle-ci posséde le récepteur ICAM1
etque la cellule soit a la Température de +33°C

-Le mode de propagations

-Le site d'entrée

ex: le virus de la polio peut suivre les voies esatt les voies intra-cérébrale avec 2
conséquences différentes pour I'hote.

+ Quelgques notions de relation Hote-Virus

1. Le spectre d'hbte

Il existe ce que I'on appelle une barriere d’espégee limite l'infection par un virus a
une ou plusieurs espéces. Cette limitation défengpectre d'hbtedu virus et divise
les hotes potentiels en 2 catégories:

-Les hotes susceptibles.

-Les hétes non susceptibles.

2. Le tropisme cellulaire

Les virus ne peuvent infecter, au sein d'un mérgaresme, tous les types de cellule:
c'est ce que I'on appellettepisme cellulaire.



3. Infections productives - Infections abortives

Une fois virus a l'intérieur de la cellule, il seup que son développement et/ou sa
reproduction soient bloqués:

c'est linfection abortive:

Soit le virus est éliminé de la cellule héte.

Soit le génome du virus est intégré a celui deelule héte mais le virus ne s'exprime
pas: il est en phase de latence.

Exemple d' infection restrictive: l'infection dégithélium cutané par les papillomavirus

Les différents types d'infections virales

L'infection aique

L'infection aiglie se caractérise par une destmgtiassive des cellules de I'h6te infecté suivit
d'une disparition totale du virus dans l'organisme.
Elle peut étre localisée ou généralisée

Un exemple d'infection aiglie localisée est le virwde la grippe

-Le virus pénetre par inhalation de micro-goutekett

-1l se multiplie dans la muqgueuse respiratoireéeildes fosses nasales.

-Il diffuse ensuite de proche en proche jusqufthélium cilié des bronches.

-La, la multiplication du virus grippal reste loisd# sans jamais traverser la membrane basale.

Un exemple d'infection aiglie généralisée: Le virude la Polia

-Le virus pénetre par voie orale

-l commence par se multiplier dans I'oropharynuret partie est excrétée par voie fécale:
c'est la phase lymphatique

-Cette multiplication est ensuite suivit d'une wiié et dans un faible pourcentage de cas,
d'une atteinte du systeme nerveux central et dgggiextra-neuronaux: le virus se multiplie
alors dans les neurones moteurs, entrainant uag/parpar destruction de ces neurones.

L'infection latente

L'infection latente est une sorte de guérilla paeremte entre le systeme immunitaire de
I'organisme infecté et le virus.

Le virus se manifeste de maniére intermédiaire darste de latence ou il est situé (ex.: les
virus de la famille Herpes)

Ce type d'infection peut se révéler dangereuse mosujet immuno-déprimé car le virus peut
dans ce cas devenir virulent.

Un exemple de ce type d'infection: le virus Herpes
-Il est localisé dans le ganglion ou dans une tiee définie.
-il peut ensuite se généraliser et se dissémines ddférents ganglions.



L'infection chronigue

Le virus ne se situe pas cette fois-ci dans urdgitlatence mais en permanence dans
l'organisme ou il détruit petit a petit ces cibliesvirus est relativement détectable en
permanence dans l'organisme.

Les virus comme le VIH ou les virus de la familleschépatites (hépatite B, C..) ameéne a ce
type d'infection.

1. L'infection transformante

| 'HTLV HPV|EBV  HBV HIV

Stimulation de la + + +
prolifération TAX | E6 EBNA1| +? i
cellulaire par un EBNA2 HBX

R ) REX | E7
oncogene virale LMP
Insertion d'un 5|l .o 5 +7? i
promoteur ' ' " |[HBX

Induction non
spécifique d'une
prolifération
cellulaire

Immunosupression - | - | - | - | +

TAX : protéine virale mise en jeux dans le processe...

+: La régénération chronique et continue des lesllhépatiques entraine une accumulation
de mutation de laquelle peut émerger un clone i@deeancéreuse.

+ : L'immunosuppression entraine I'émergence dedusmon reliées au virus inducteur:
Syndrome de Kaposi ou Lymphome.

Cette partie est plus approfondie dans le chapgifrecogénése et cycle des virus".



Le Virus Epstein Barr

Découverte

-D. Burkitt, parcourant I'Afrique, décrit le lymphe de Burkitt et analyse son épidémiologie.
-M.A. Epstein met en évidence dans les lymphome3udtkitt un virus appartenant a la
famille des herpéviridae et observe que les cald&eBurkitt sont capables de se multipier
vitro.

-1966: Tous les sujets porteurs de lymphome B estashticorps contre une protéine produite
par les lymphocytes B en culture.

-Tous les Africains ont des anticorps contre cattg€ine.

-Les sujets américains ont aussi des anticorpseontte protéine.

-1968 Mr A. Epstein met en évidence dans les lympsde Burkitt un virus appartenant a la
famille des herpéviridae et observe que les calldieBurkitt sont capables de se multipiier
vitro.

On sait a présent que le virus est présent chezd#bkb population mondiale ont été en
contact avec ce virus et que celui-ci reste présest les individus.

Ce virus reste trés bien contrélé, sauf chez lesop@es immuno-déprimeées (greffés, malades
du SIDA...). Dans ce cas, le virus exprime sa fiomgprimaire, a savoir la prolifération de
Lymphocyte B.

Le Lymphome de Burkitt apparait sous le maxillatteez les enfants, dans des zones ou le
paludisme est endémique.

Les cellules de Lymphome prélevées ont été misesilture:

-celles-ci se multiplient & l'infini.

-C'est a partir de la qu'on a identifié un nouveiaws (visualisation de particules virales
infectant les Lymphocytes B issus du Lymphome ecrascopie électronique).

-le virus étant présent chez 95% de la population européenn@on 100% de la population
africaine, on peut en déduire que celuiveist pas le facteur unique déclenchant la
cancérogenese

Le virus Epstein Barr est un cofacteur de la cancé&genese mais n'est jamais le seul
responsable(comme le virus de I'hépatite C).

« Réactions entrainées par le virus et Tropisme

1. Primo infection
Le virus déclenche une mononucléose infectieuse 50% des jeunes adultes
(>10ans) lorsque ceux-ci sont en contact aveailesyi
Lorsque le virus infecte l'individu dans les prersimois de la vie, il n'y a pas de
signes visibles

2. Tropisme du virus EBV (Epstein Barr Virus)
-Le Virus EBV a un tropisme pour les lymphocytes B.
-Dans certain pays, le virus est cause de cansepharyngé. Dans ces zones (Chine
sud est, Californie.....), c'est le cancer le p&rgontré chez les hommes. Ces tumeurs
sont épithéliales et contiennent le virus EBV an de leurs cellules épithéliales.

Pour résumer:



EBV

-Virus persistant dans les lymphocytes B

-Associé a un processus tumoral des lymphocytes B
-Rencontré également dans les cellules épithélialgeeut donner le cancer duj
nasopharynx)

Etude de lignées de LB cellulaire issu de tumeurs
Geénéralités

Trois lignées ont été isolées sur des tumeurs dkitBu

BLn, BL1, BL2

On met en contact le surnageant de ces lignéesdavieB sains:

-certains des surnageants ont la capacité d'imiissatales LB (donne des LB
immortels) et d'autre non:

Donc dans ces lignées issues de tumeurs, cersonéproductrices du virus EBV
(surnageant + LB normaux donnant des LB immortis)autres non.

Notion de Latence

-Il est possible de rendre une lignée de LB imntlerfgar I'action de produits
chimiques (phorbol ester (TPA), Butyrate)

Le virus peut donc rendre les cellules immortellemais il ne s'exprime pas
forcément: il est alors en phase de latence.

Analyse du cycle réplicatif

Les lignées non-productrices permettent de voiptegéines indispensables a
I'activation du virus (elles ne sont pas présentant la latence.

Pour analyser le cycle réplicatif du virus, on saghe sur les lignées productives (de
virus).

Le virus EBV posséde 3 caractéristiques majeurs

-Il transforme les lymphocytes B.

-Il persiste toute la vie de l'individu sous foraheelatence.
-Il possede des fonctions d'immortalisation défnie

Ce virus présente 2 paradoxes

-Il posséde un trés haut pouvoir transformant frovhais il est responsable d'aucun
signe clinique (chez la tres grande majorité dgstsinfectés).

-Lors de la mononucléose infectieuse, il y a umtefprolifération de LB et de LT8
dirigé contre le virus (réponse immunitaire inteagecontact de 'EBMWnais le virus
n'est jamais totalement éliminé de I'organismee6te sous forme latente).

1-Pénétration du virus dans les cellules de I'épitm oropharyngé



2-Multiplication du virus

3-Infection des LB: multiplication et prolifération

4-Réponse cytotoxique aspécifique puis spécifitpel(b infectés possedent des
protéines virales a leurs surface)

5-Constitution de réservoir de latence dans desnéBoire

6-Parfois, le virus échappe au contrbéle immunitdiog réinfection des cellules
épithéliales et transmission du virus

cycle infectieux de I' EBV chez un sujet immuno&bem

Rappel sur le cycle réplicatif

- On prend des lignées cellulaires Non Productiicequelles on ajoute du sérum issu
de personnes ayant été en contact avec le virus.

On constate par immunofluorescence que touteslegdas non-productrices
possedent un antigene EBNA1 (Antigene présentesaioyau cellulaire).

-On prend des lignées productrices de virus ont@jdu sérum issu de personnes
ayant été en contact avec le virus.

On constate par immunofluorescence que seulementes%ellules possedent un
antigene au niveau du cytoplasme: le VCA (antigémeapside virale d'EBV).

-Les lignées cellulaires infectées par EBV mais neproductrice de virus
Possedent les protéines virales suivantes:

EBNA 1, 2, 3A, 3B, LP, 3C.

LMP 1, 2A, 2B

EBER

-Le géne codant pour la protéine LMP1 est un ocoagéal.

-Le produit du gene EBNAL assure la persistancgémhome viral (il active la
réplication du génome viral) sous la forme d'ursépie au niveau du chromosome
cellulaire. EBNAL est peu puissant (il permet justiéa chaque division cellulaire soit
associé la réplication viral).

Le virus EBV est, dans ces cellules, en Latence

-Les lignées productrice de virus

Ces lignées expriment en outre des genes préanoeddiats (ZEBRA).

Ces genes possedent un tres fort pouvoir activdieuéplication, permettant au virus
d'effectuer plusieurs milliers de réplication pone division cellulaire (de cellule
infecté). Ceci permet de constituer un réservopadrtant de virus permettant de
propager l'infection a d'autres cellules.

Le virus peut, dans ces cellules, passer en cytitpie.

Les deux types de phases de latences

-la latence de type II:

Cette latence est obtenue sur des lignées de uBsste lymphomes de Burkitt.

Le génome de ces cellules est transform@e qui provoque une dérégulation du cycle
cellulaire: lacellule est tumorale

-la latence de type llI:
Cette latence est obtenue sur des lignées de LBsste sujet séropositif pour le virus



EBV (c'est a dire exprimant les 9 protéines denleds)

Il n'y a pas dans ce cas d'anomalie du génomdaiedlumais il y a en revanche
induction de molécule d'adhésion et de marqueuwrsgames (constat@ vitro).
Lorsque I'on cré@ vitro une immuno-dépression totale, on s'apercoit queckules
infectéesne sont pas transformées (ne deviennent pas mesits) maisont
seulement immortelles

-La latence in vitro: Les EBER

Durant la période de latence, de petits ARN samtsterits en quantité importante (10
a 100millions de copies/cellules) ; Détectable ¢8,H présente un intérét dans le
diagnostique de la latence

La persistance de I' EBV chez 'homme

A partir de la, 3 questions se posent:

-Comment I'EBV persiste chez 'homme sans étreidgdirpar le systeme immunitaire?
-Dans quel type de cellules persiste t-il?

-Quels sont les moyens de détection?

-Persistance chez les sujets immunocompétents:

-Les cellules en phase de latence expriment un reohimbité de protéines virales et de
ce fait échappent au systéme immunitaire.

-Les autres protéines EBNA et les LMP sont recoamoais non présentent.

-Les cellules infectées n'expriment qu'a trés &itiveau les molécules
d'histocompatibilité de type | et les moléculesid&sion.

-Prélevement du sang total d'un patient (contieut fes LT).

-On utilise des billes magnétiques couplées a aeanti CD19.Si les LB sont CD19+,
ils se fixent sur les billes. On sépare les 2 paimhs de LB CD19+ et CD19- en
mettant le tube contenant les billes sous un chaagmétique.

-Méme chose pour le marqueur CD23.

-Au final, on ne garde que les LB CD19+ CD23-.

-lesLB en phase G0-G1 correspondent aux LB mémoires

Pour conclure:

-Le virus provoque chez les LB infectés une différeiation vers les LB
mémoires: ces cellules sont en arrét de réplicatipne qui permet au virus
d'exprimer sa persistance tout en ne se multiplianpas.

-Environ 5 a 10 cellules LB mémoires sur 1 milliorsont infectées par le
virus EBV.

-Ces LB mémoires expriment également la protéine LI2A de fonction
inconnue.

Le systeme immunitaire d'un sujet sain infectél'gBV contrdle dans un premier
temps la prolifération des LB infectés par sesubetl N.K. (Natural Killer, cellules de
I'immunité non-spécifiques) puis dans un deuxieeneps commence la prolifération



de LT CDS8, spécifique des antigénes de I'EBV.
Les LT CD8 reconnaissent les protéines des geresqes et détruisent les cellules
infectées qui sont en phase lytique de maniére-guasediate.

Comme on le voit sur le schéma, chez un sujet inooompétent, l'infection par
I'EBV se traduit par une sorte daérilla permanente

Les LB non-mémoires infectés sont automatiquenmesudnnus par le systeme
immunitaire en raison des antigenes viraux préaéetrs surface correspondant aux
protéines exprimées par les génes précoces etiétroit. Quelques LB infectés se
différencient en LB mémoires et ne sont alors plimqués par le systéme
immunitaire. Cependant, certain LB mémoire redoshe®e LB non-mémoire qui sont
alors automatiquement détruit par les cellulesysdtesne immunitaire.

Mais pourquoi les cellules LB mémoires infectéeslEBYV ne sont elles pas
reconnues par le systeme immunitaire?

-Mécanisme de non-reconnaissance de la protéine EBNM

Les cellules LB mémoires infectées par 'EBV net g@s reconnues par le systeme
immunitaire. Pourtant, la protéine EBNAL est exgr@par les cellules infectées: ces
épitopes devraient donc étre reconnus par lesleglionmunitaires. Or ce n'est pas le
cas.

Une analyse de la séquence d'EBNA1 a donc ét&ediec

Une répétition de la séquence Gly-Ala entre les algs aminés 89 et 327 a été
détectée

Une autre protéine, EBNA4, bien reconnu par leegsgstimmunitaire, spécialement
par une séquence épitope comprise entre la régie@a4 a été utilisé afin de
construire des protéines chiméres pour détermingié de la répétition Gly-Ala.

La protéine fusion EBNA1-EBNA4, tout comme la pin8EBNA1, n'est pas

reconnu par le systeme immunitaire, tandis quet@élié la répétition Gly-Ala, la
protéine EBNA1D-EBNA4 est reconnu par le systemeimitaire.

En réalité ce motif de répétition empéche la protéine d'étrense en charge par le
protéasome et donc d'étre dégradpar celui-ci.

Il n'y a donc pas présentation de peptide issa gedtéine viral EBNA1 sur le CMH |
de la cellule infectée et donc pas de réponse intaitencontre celles-ci. Le LB
mémoire infecté n'est donc pas détruit et constitiree un réservoir de latence pour le
virus.

Résumé

-Sujet immunocompétent infecté par I'EBV (95% de lgpopulation mondiale):
-Possedent des LTCD8 reconnaissant 'EBV

-Possedent des LBmémoires contenant I'EBV

Lorsque les LB se mettent a proliférer, il y a egsion des protéines lytiques
reconnus par les LTCD8 et destruction des celledgsimant ces protéines.

Il'y a donc conflit permanent entre I'EBV et natgstéeme immunitaire.

-Sujet immunocompétent mais atteint d'un lymphome ddurkitt:
Chez ces sujets, il y a expression limité d'EBNAlymphome est plutét dut a une



anomalie cellulaire (translocation du géne mycagwirus EBV.

Il existe par ailleurs des lymphomes de Burkitt EBV

Les lymphome de Burkitt sont plutot retrouve, cleszsujets SIDA, en début de la
maladie.

-Sujet immunodéprimé (Greffé ou atteint du SIDA)

-Possedent un nombre insuffisant de LTCD8 recosaatd'EBV

-Les lignées infectées développent la latence e Ity (car les protéines lytiques ne
sont pas reconnus par le systeme immunitaire @éficiu sujet).

Il'y a alors prédominance des facteurs de protit@ndié a I'EBV et donc
développement de lymphomes liés a 'EBV.

Pour soigner ce type de tumeur, il faut alors reoiimmunité du sujet:

dans le cas d'un greffé de la moelle, on peut tajales LTCD8 spécifiques des LB
lymphomes dit a I'EBV (le patient ne possede aaesces LTCD8).0n peut observe
alors une disparition totale des lymphomes.

| \Immunocompétent\ Immunodéprimé

LTCDS | ++ | -

Controle de

la

prolifération Oui non

par les

LTCDS8

Expression EBNA1

des protéines| (non reconnu par le -Latence de type 3

virales S.l)
Normales . .

Cellules LB |Prolifération des LI Predo.mllna.nce 'd'es‘fa'cteurs de
s prolifération liés a 'EBV

contrblée par le S.I.

Les autres pathologies induites par le virus EBV

. La mononucléose infectieuse

-Infection ubiquitaire

-Age d'acquisition: importance de la géographigueniveau socio-économique.
Enfants infectés a 6 ans: Afrique inter-trojede90%), Europe et Amérique du

Nord (30 a 40 %)

-Transmission: salive ("maladie du baiser"), exieptellement par transfusion ou

lors de greffes.

-Incubation de la maladie: 30 a 50 jours

-Phase prodromique: 3 a 5 jours (céphalées, asthggmsation de malaise)

-Phase d'état: fievre (90%) pendant 10 a 15 jangine, polyadénopathie,

splénomégalie, hépatomégalie, éruption cutanée.

-Biologie: hyperleucocytose, syndrome mononuclagsié0 a 80% avec des cellules



hyperbasophiles (surtout T suppressive).

La leucoplasie chevelue de la langue (LCL)

-Infection productive chronique par I'EBV des ckdgiépithéliales de la langue
-Signes cliniques:

stries blanchéatres, verticales, paralléles

bord latéraux linguaux, bilatérales: 87%

puis surface plissées, "chevelue"

extension possible: face ventrale linguale



Le carcinome nasopharyngé (NPC)

-En raison de I'existence de régions endémiqueptérises (Sud-Est de la Chine
essentiellement), on peut supposer que cette afif@ctpeut étre due a une combinaison
de facteurs génétiques, environmentaux et virologgq

I'EBV est toujours présent.

Les phorbols esters et les nitrosamines (stoppagpiidse de latence) ont été retrouves
dans l'alimentation chinoise (poissons salés).

Il y a souvent perte d'hétérozygotie dans les tusieu

-En examinant une tumeur, I'EBV clonal suggéreeeeilprovient d'une seule cellule
infectées par I'EBV.

-On constate par ailleurs que le titre élevé d'égi-EBV précede le développement du
NPC.

- Il a été démontré que les IgA sécrétoires faaitila pénétration de I'EBV dans les
cellules épithéliales.

- Il'y a également expression, dans les cellule®tales, des protéines de latence
EBNAL, LMP1, LMP2.

Les Retroviridae

« Généralités

Les Rétrovirus sont des virus globulaires envelspgi&in diametre de 110 a 125 nanometres,
trés répandus dans le monde animal. lls sont Isecde différentes formes de cancer,
d'immunodéficiences, dont le sida, et de dégénéress du systeme nerveux central. Ce sont
des parasites vrais car leurs génomes s'integoaistferme d’ADN proviral, le provirus, dans
celui de la cellule hote, pour ensuite s’exprimengant toute la vie active de la cellule. Les
manipulations génétiques récentes de rétroviruslomiti a I'élaboration de vecteurs
rétroviraux pour le transfert de géenes dans désles] et cette méthode, en cours
d’expérimentation chez I'animal, va permettre lgeléppement de nouvelles thérapeutiques.
Les lentivirus (ou Lentivirinae) font partis de cette famille:

Ces virus non transformant sont responsables telpgie a évolutions lentes.

L'exemple le plus connu est le vird$V mais il existe d'autres virus appartenant auvens
comme le SIV, le FIV ou le BIV.

Nous prendrons comme modele d'étude de cette fandlle virus VIH.

1. Les 2 types de VIH

Il existe deux types de VIH: le VIH-1 et le VIH-2

-Ces deux virus sont antigéniquement distinct (maisiste des réactions
antigénigues croisées entre les 2 types).

-lls ont en commun 42% d’homologie au niveau dwgen

-lIs différent par un gene de régulation (vpx pbiliy-2 et vpu pour HIV-1)
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2. Modes de transmission de ce virus

Sang, sécrétions génitales, lait

Transmission par voie sexuelle dans 70 a 80% dessadlinfection:
-Homosexuels et bisexuels masculins

-Hétérosexuels ++++ (spécialement en Afrique)

-Facteurs favorisant la transmission: multipartenavST.

Transmission par le sang:

-Toxicomanie (homme et femme, en constante augitiemta

-Accidentelle

-Au cours de transfusion: actuellement, le risgater@itrisé par un dépistage
systématique des dons du sang (risque résidueiéesatil/500.000)

Transmission Materno-foetale:

-In Utero

-A l'accouchement (probablement le plus fréquent)

-Allaitement (surtout en Afrique)

-Le taux de transmission mere-enfant qui était?la 20 % a été réduit a 3-4%.
-Mais en Afrique, environ 1000 enfants naissentjdegour VIH+.

Taux de transmission:

-VIH-1 sans traitement: 15 a 20% (+10% s'il y adément)
-VIH-1 avec traitement préventif: 5 a 8 % (<2% amrdpe)
VIH-2 : 2%

-virus a ARN (2 molécules d'ARN, génome diploide)

-La Reverse Transcriptase permet le passage d&lVAR'ADNv, offrant les
possibilités d'intégration du génome viral dansdiule hote.

-Les glycoprotéines gp 120 et gp 41 permettariathement aux récepteurs
cellulaires et donc l'entrée du virus dans la tellu

« Structure du génome virale:

Le génome comporte:

-3 genes principaux: Gag, Pol et Env

-des genes de régulation: vif, vpr, tat, rev, vpu

Les protéines sont produites sous forme de préatgse

Les ARNm sont les copies complétes de I'ensemb@gdome viral.
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« Cycle viral:

1-Attachement du virus grace a la protéine de sarfgpl120 et aux co-récepteurs.
2-Pénétration par fusion.

3-Décapsidation et libération de I'ARNv dans leopjasme.

Transcription inverse grace a la Reverse Trans@@tontenue dans la parois virale..
Passage dans le noyau, circularisation et intégrati

4-Réplication

Transcription grace a I'ARN pol 1l cellulaire.

5-Traduction en protéines précurseurs: la protemake permet le découpage des
précurseurs.

6-Assemblage des virions.

7-Bourgeonnement a la membrane plasmique.

8-libération.

+ Meécanismes d'entrée du VIH dans les cellules

-Fixation au récepteur et fusion Précurseur enb@ulivé en gp120 (sous unité) et
gp41 (Transmembranaire) .
-Fixation de la boucle V3 de gp120 au domaine Viébepteur CD4.

-Changement de conformation de la gp120 entraka¢idin au corécepteur.
-Démasquage du peptide de fusion de la gp41.
-Fusion entre les 2 membranes et entrée du VIH ldaredlule.

Lorsque I'on fait une expérience d'infection pavle, on s‘apercoit que le récepteur
CD4 ne suffit pas pour une pénétration du virussdarcellule. Des co-récepteurs sont
nécessaires:

Corécepteurs du VIH:

-Corécepteurs majeurs : CXCR4 et CCR5.

Ces récepteurs possedent 7 passages transmenscanipbés aux protéines G
(GPCR).

Les chimiokines interféerent dans I'entrée du VIBF2 est un ligand naturel de
CXCR4 MIP1a/b et RANTES est un ligands naturel€@4&R5 par internalisation du
récepteur (down-régulation).

Selon la souche virale, il y a utilisation de launl'autre de ces co-récepteurs.

Un troisiéme type de récepteur également préserditsin transporteur:

On le trouve sur les cellules dendritiques préseoés d'Ag (localisées sur
I'épithélium muqueux): c'est le récepteur DC-SIGNirus se fixe sur ce récepteur et
il devient plus résistant a l'inactivation. Leslalels dendritiques migrent vers les
ganglions jusqu'au L&pa4+ (Qui possedent les récepteurs CD4 et CCR5).

- La rétrotranscription

La Reverse Transcriptase ne fait qu' une copie t&mgdu génome donc la séquence
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de I' ADNetrotranscrif'€st pas identique a I'ARNe .

Comme on peut le voir sur le schéma, la R.T. dffedies "sauts"” jusqu'au séquences
répétées et Us .

Le cDNA provirale possede a chacune de ces ex#srgtR-Us ce qui le difféerencie
de 'ARNirate.

- Latranscription des protéines précoces

De petits messagers codent pour TAT et REV.

Celles-ci retournent dans le noyau (cf schémagaimmaissent la séquence TAR
transactivant la transcription du génome viral.

REV favorise la stabilité des ARNm non épisség atdnsfert des ARNm de grande
taille qui, une fois traduits, donnent les protéiterdives.

« Exemple de variabilité du VIH: le VIH1

On considere environ 9 sous types de VIH1. On petér que le sous types O est tres
différent génétiquement ce qui fait qu'il peut @oasidéré comme une autre espece
de HIV.

Ces différentes souches peuvent étre corrélées 2zotes géographiques: par
exemple, la souche B est essentiellement préserAenérique du Nord et en Europe.
Mais a l'intérieur d'une méme zone géographiquérauve encore des souches
différentes et méme au sein d'un seul patientatabilité du VIH est trés forte.
Pourquoi une telle variabilité?

2 mécanismes rentrent ici en jeu:

-le taux d'erreurs de la Reverse Transcriptasengpiossedent pas d'activité
exonucléase 3'5'): Environ $@ 10* soit une & deux mutations par cycle de
réplication.

-Le taux de renouvellement du virus est trés é{vdemi-vie du virus est de 48h), ce
qui donne 1ba 16 virions synthétisés par jour. (NB: Llymphocytes T CD4 sont
régénérés par jour).

Une telle variabilité rend trés difficile I'élabdi@n d'un vaccin.

La glycoprotéine gp120 posseéde une région constadés boucles hypervariables.
Lorsque le systeme immunitaire est encore foytalexpansion du nombre de variants
(dut aux mutations): le virus déborde ainsi le é&yst immunitaire qui est détruit: la
variabilité se réduit alors et le variant le pldfscace prend le dessus.

- Evolution du virus: diagnostic

Charge virale: quantité de virus présente.
Les cellules infectées (tissus lymphoides) produtide virus: elles constituent un
réservoir de virus.
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Diagnostic:

Chez les adultes:

-Diagnostic sérologique: Ac anti-VIH dans le sér(Bsemaines apres l'infection)
2 tests de dépistage ELISA

1 test de confirmation: Western Blot

-En cas de primoinfection: Antigéne p24 dans darsér

Chez le nouveau né:

-Diagnostic direct

isolement en coculture lymphocytaire

détection de I'ADN provirale par PCR

La mere peut transmettre de maniére passive sesmsta I'enfant.

Suivi virologique d'un patient VIH+

On recherche I'ARN viral dans le plasma et on lengjfie: plus la charge virale est
élevée, plus la variabilité est augmentée. Il tharic réduire la réplication du virus
pour éviter I'apparition de résistance dut a |aamslité du virus.

Mesure de la charge virale:

-Méthodes:

RT-PCR quantitative (Probléme de la variabilité)
bDNA

NASBA

-Intérét

Mise en route du traitement anti-rétroviral
Suivi du patient

-Phénotype - génotype des souches

SI, NSI

Résistance aux antiviraux

- Thérapeutique:

Les traitements visant & prévenir l'infection (lsige de I'attachement et de la
pénétration du virus dans la cellule) sont poostant non efficace.

Les traitements actuels utilisent un mélange dibdnirs de la Reverse Transcriptase
et d'antiprotéases: ces traitements sont efficaeas ils n‘ont qu'une activité
virostatique (ils n'éliminent pas le virus de langsme infecté) et implique donc un
traitement a vie.

On attend beaucoup également de la thérapie gémquel’instant, ce type de
traitement n'est pas encore appliqué.
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[l - Les Antiviraux

« Quelques définitions

- Antiviraux : substances artificielles introduites a l'intérida I'organisme pour lutter
contre les virus.

- Antivirucide : qui pourrait détruire les particules virales. Q@8existe pas pour des
traitement in-vivo car les particules virales sgyrithétisées par la cellule infectée
elle-méme.

Il existe néanmoins des virucides pour usage extgrar exemple pour les
désinfection des muqueuses geénitales). Mais pasémispeuvent irriter la muqueuse
et paradoxalement favoriser l'infection virale.

- Virostatique: on parle d'activité virostatique lorsque qu'unbstance est capable
d'inhiber la multiplication virale (et non de lilgértotalement I'organisme de la
présence du virus).

- Les Virostatiques

Les virostatiques réduisent la production de virus.
Pour mesurer l'efficacité d'un virostatique, on unesa C.1.50 (concentration d'antiviraux
nécessaire pour reduire a 50% la réplication dusyitesté en culture de cellule).

-On calcule laconcentration qui réduit de 50% le nombre de plagéici, C150=0,1)

-Il se peut qu'a une concentration de 1000, iltydes altérations pour la cellule: dans ce cas,
la concentration cytotoxique (C.C.)est égale a 1000.

-On détermine ensuit8ridice de sélectivité qui permet de donner la marge de concentration
d'utilisation du virostatique:

1.S.= C.C./CI50

Exemple de virostatique: L'aciclovir, qui bloquedplication du Herpés virus simplex
(HSV).

- Les différents types d'Antiviraux selon leurs cibls

Antiviraux inhibant I'attachant du virus a la memuiie plasmiqgue: exemple du VIH
Pour pénétrer dans la cellule le virus s'attaclaendembrane plasmique.

Le VIH, par exemple, possede 2 glycoprotéine d&asar gp41 et gp120 qui
permettent au virus d'interagir avec le CD4 du lgogyte LTHelper.

-Il a été fabriqué un analogue de la chaine tramdmanaire CD4 afin de bloquer la
fixation du virus par sa glycoprotéine gp120. Geilague a été testé sur une culture
cellulaire infectée par le VIH. Il a été montré gles doses faibles peuvent inhiber la
réplication du VIH avec un indice de sélectivitéri/iron 1000.

Il a par ailleurs été observé chez I'homme unetogitité de cette analogue.

Mais cela ne marchait pas sur la multiplicatiorahdrin vivo: POURQUOI ?
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En fait, le travail a été réalisé sur la souche BRUHIV est cette souche est passé un
grand nombre de fois en culture cellulaire et E®ctéristiques de la gp120 ont été
altérée (perte de ses glycosides): la glycoprotéiaet différente, elle était devenu
beaucoup plus accessible a I'analogue du CD4 quetéine gp120 sauvage.

La gp41 détermine la fusion entre la membranee/iegala membrane cytoplasmique.
La glycoprotéine gp41 rapproche I'enveloppe dusvite la membrane cytoplasmique:
ce repliement peut étre géné par le polypeptidegi2®loque la gp120. Un
traitement comportant deux piqdres par jours est été effectué sur des patients.
Antiviraux inhibant la décapsidation du virus

Nous prendrons I'exemple des Rhinovirus.

Les rhinovirus, agents du rhume, comporte envi@h sérotypes.

Le virus possede une capside lui permettant dstegsi I'air ambiant: la
décapsidation(destruction de la capside), une fois que le vilarss la cellulegst
nécessaire pour que son ARN soit exprimeé

Une substance a été trouvée qui bloque cette déatips. Cette substance est
capable de contracter les liaisons covalentes @ntielécules de capside.

Antiviraux inhibant la réplication du virus

Virus Antiviraux Caractéristique(s) - Role(s)
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CMV
(Cytomégalovirus

DHPG (ou Ganciclovir
Sodique)

-Se transforme sous I'effet de kinases en gandidigzhosphate capable d'inhiber de faco
compétitive I'ADN polymérase virale et donc de gimpou de ralentir la replication du viru

didéoxynucléoside

-Analogues nucléosidiques.

HIV -Ne possedent pas de 3'OH
AZT, CTV, 3TC -Agissent sur la RNApol du Virus
HSV Activin™
-Analogue nucléosidique de la cytidine.
-La 3-TC est phosphorylée en lamivudine triphosplgati inhibe la transcriptase inverse e
HBV sensible au 3TC qui bloque I'élongation de la chaine d'ADN provicak de la réplication virale.

-N'aurait que peu d'effet sur 'ADN nucléaire etaohondrial des cellules humaines.
-Pourrait agir sur certaines souches de VIH résietaa la zidovudine.
Inhiberait également la réplication du virus de I'épatite B

5.

-Il existe également des antiviraux bloquant la réptation des virus possédant

une ARN polymérase

Le virus HSV (Virus de I'Hépatite C) est un virudBN+. L'ARN est synthétisé
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grace a une ARNpol virale.

Il existe un inhibiteur de cet ARnpol, ldavirine , qui ,convertie en dérivés mono, di
et triphosphate, inhiberaient la synthése des acideléiques viraux.

Plus exactement, cet inhibiteur s'oppose a la gesa coiffe sur les ARN (c'est donc
un inhibiteur non spécifique). Il induit donc d'ionpant effets secondaires.

Antiviraux inhibant la protéase virale

De nombreuses synthése de protéines virales sa fuantir de précurseurs
polypeptidiques (Enzymes, protéines de capsides...)

Par exemple dans le cas du VHC, tous le génomeNl'@dR® traduit sous forme d'un
polypeptide géant qui est ensuite clivé en plusieuwrceaux dont les protéines de
capsides, les protéines aux propriétés enzymatitpseprotéases virales...

Ces derniéres servent justement a découper cesiggssiu polypeptide géant.

Si I'on parvenait a inhiber la protéase, on possdtden antivirale capable de bloquer
la réplication du virus.

Ceci a été trouve pour le virus HIV (ceux sontfeaeux anti-protéases).

1. Antiviraux inhibant la Neuraminidase

Le virus Influenza se fixe aux récepteurs de I'hgghatinine (protéine de surface)
situés a la surface des cellules (récepteursygpedireil respiratoire. Ensuite, il
s’introduit clandestinement a l'intérieur de lalakd hote et s’y reproduit.

Ici, la deuxieme protéine de surface du virusidaraminidase remplit sa tache
spécifique : elle coupe des parties des récepteuvirus (acide neuraminique) de
maniéere a ce que les particules de virus se libéiefa surface de la cellule hote et
puissent contaminer de nouvelles cellules

Elle permet donc de libérer les bourgeons

Toutes les cellules infestées meurent petit a.petit

Les inhibiteurs de la neuraminidase, bloquent ce rcessus de libération les

récepteurs de virus de la surface de la cellule fédtent intacts si bien que les virus
suivants restent « collés » et que le cycle d’itdecest stoppe.

Antiviraux inhibant l'intégrase

C'est une nouvelle génération d'antiviraux quigentt'étre synthétise, en particulier pour la
lutte contre le VIH.

L'intégrasedu VIH (virus de I'immunodéficience humaine) esé enzyme qui catalyse
I'incorporation de I'ADN proviral dans I'ADN de @ite, étape cruciale du cycle de réplication
du virus. Des chercheurs ont mis au point de nawewibiteurs de l'intégrase. Ces
inhibiteurs - possédant le noyau styrylquinoléim&t montré une excellente activité anti-
intégrase in vitro. lls bloquent la réplication\dlH en culture cellulaire et sont dénués de
cytotoxicité. lls ouvrent ainsi de nouvelles perdpes pour le développement d'antiviraux
destinés au traitement du Sida."

Les obstacles a l'utilisation d'antiviraux
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1. La cytotoxycité

Plusieurs antiviraux sont activés par des enzyrakslaires:

-L'ACV (Aciclovir):

C'est un nucléoside qui est activé par la Thymi#imase du Virus (TKV). Il n'est
donc activé que dans les cellules infectées.

Par ailleurs, I'ACV inhibe la DNA polymérase virale fagon plus importante que
celle de la cellule héte.
La cytotoxycité de cet antiviral reste donc faible.

-L'AZT (azidothymidine):

Le virus HIV ne possede pas de Kinase virale. L'ABTdonc phosphorylé
uniquement par des kinases cellulaires. Il s'engsid I'AZT peut étre activé dans
toutes les cellules de I'h6te infecté, méme stcedlales ne sont pas infectées par le
virus. Heureusement, I'AZT n'agit pas sur 'ADN.pulcléaire mais plutbt sur
I'ADNpol mitochondriale (ADNpal mitochondriale).

Le risque de toxicité pour lI'organisme reste damité mais il existe néanmoins,
notamment au niveau neuronale.

-Le FIAV (Fluorio-iodo AraVridine)

Cet antiviral agit sur la transcriptase inversabeirdu virus HBV (virus de I'hépatite
B) mais également sur I'ADN pol.g des mitochondcigltulaires.

En cas de traitement, I'antiviral s'accumule esuddes mitochondrie (toxicité
retardée). Il y a alors mort des individus traité'€st donc pas prescrit...).

Eﬂ'plus d'info sur les antiviraux de I'HBV? http://wwehn-libbey-
eurotext.fr/articles/vir/1/3/197-215/fr-resum.htm

-BVvaraU (Bromo-Vinyl-ara-Uridine ou sorivudine)

Cet antiviral est utilisé contre le virus de laigalle et du zona (VZV).

Associé au 5 FluoroUracile (5FUltilisé dans les traitements cancéreux, il inthée
catabolisme de ce dernier, entrainant un surdata@€U est donc de tres forts effets
secondaires.

*(antivirale qui freine la mitose cellulaire, prelacblace de I'uracile dans les
désoxyribonucléotides. en inhibant la thymidilateteétase (TS), empéchant la
méthylation de I'acide désoxyridylique en acidentfdylique et interfere donc dans la
biosynthese de I'ADN. Trois métabolites actifs dé&sidu 5-FU agissent : - le 5F-dTP
(fluoro-uridine triphosphate) s'incorpore dans IMBt inhibe la formation et la
fonction de I'ARN. - le 5F-dUMP (5 fluoro-désoxydine monophosphate) se lie a la
thymidilate synthétase et inhibe la formation ddéaxythymidine triphosphate qui
est un précurseur nécessaire de I'ADN. - le FdWsEheorporé dans le DNA et
inhibe I'élongation de la chaine de I'ADN.)

EﬂPIus d'info sur le VZV? http://www.john-libbey-eueat.fr/articles/vir/4/3/207-
16/index.htm

-Les inhibiteurs de protéases

Ces antiviraux bloques les protéases virales qus tlacas du VIH, permet de scinder
les protéines précurseurs pour former les diff@eptotéines de structure ou de
régulation incluant la transcriptase inverse, |'ARH et l'intégrase.

Des anomalies biologiques peuvent s’associer ouana@yndrome lipodystrophique:
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hyperglycémie par insulino-résistance pouvant dbautdiabéte,
hypertriglycéridémie modérée a sévere, hyperchaielgtmie plus rare. La
connaissance de ces anomalies est trop récentepelgs conséquences, en
particulier vasculaires, ne soient appréciées ohessdurées de traitement prolongées
font craindre des accidents cérébraux et/ou coiemsarLa réversibilité de ces
anomalies a l'arrét du traitement est incertainemains pour les troubles
morphologiques.

Plus un antiviral est bien ciblé sur une structwrein mécanisme virale (donc plus il
est spécifique), plus il est possible de séleckomies mutants résistants, d'autant que
les virus (surtout ceux a ARN qui non pas de méraaide réparation) mute
facilement.

-Exemples de résistance aux antiviraux par mutations

. Les virus Herpés résistant a I'Aciclovir sont paemple mutés sur leurs Thymidines
Kinases (T.K.-) (ce qui empéche l'activation papgghorylation de I'aciclovir) ou sur
leurs ADNpol.

Seulement 1/210000éme des virus Herpes sont TKs b mutants peuvent étre
sélectionnés chez les sujets immuno-déprimés tdigeiclovir. Il faut alors traité les
patients infecté par le virus TK- par du Foscafaaalogue du pyrophosphate, inhibe
I'ADNpolvirale de I'HSB) qui agit directement (ilanpas besoin d'étre phosphorylé par
la TKvirale) et donc peut agir sur les virus Herp&s.

. Pour le virus HIV, ou les virus a ARN en générale probleme de mutation des
cibles des antiviraux se pose d'autant plus gtrédmence des mutations est élevée.
Le traitement en monothérapie sélectionne tresleapént des mutants résistants (d'ou
I'idée de tri-thérapie).

2. Influence de la latence

Le virus, une fois la cellule infectée, peut sgne¥ dans le génome cellulaire sans se
multiplier.

-ex: le virus HIV s'integre parfois dans les cakilCD4+ mémoires.

-ex: le virus de I'nerpes simplex (buccale) s'ifs@ans les ganglions tri-jumeaux
(ganglions nerveux) et peuvent rester toute laleiéhote infecté dans ces ganglions.
La latence correspond souvent (mais pas toujowggaon-expression du génome
virale (et donc a une non-prolifération virale): Igt& les anticorps et les LT8 dirigés
contre le virus, le virus reste présent car il radpit pas d'antigénes susceptibles
d'étre reconnus par le systéme immunitaire.

La seule fagon de lutter contre ces virus en |&eecait I'utilisation de sondes
d'oligonucléotides antisens qui réduiraient leseganraux au silence

ou d'utiliser une nucléase spécifique qui coupéeés) gene(s) viral(aux).Ces
traitements sont pour l'instant a I'étude notamrearnte qui concerne les
oligonucléotides antisens.

- [Essais thérapeutiques

|Tests précliniques |Sur différentes sources virales:
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-CI50
-IS (indice de sélectivité)

-Mesure de la dose |étale 50%
-Etude du modéle d'infection

Phase!l
on teste la dose a administrer en augmentant les
concentrations: Etude de la tolérance

Phase Il

étude de l'effet dose sur les sujets infectés:
recherche de la meilleure dose entrainant le raeille
Essais effet.

Phase Ili

traitement a des doses efficaces contre un témoin
Mesure de la différence entre I'effet placebo sur u
groupe versus l'effet de I'antiviral un groupeté&ai

Phase IV
Pharmacovigilance

Modeéles animaux

Les malades sont également associés aux acticapéutiques.
lIl - Oncogéneése et cycle biologique des virus
« Quelques définitions

-cancer. (Lat cancer crabe)
Nom donné a toutes les tumeurs malignes qui s‘étemdpidement et ont tendance a se
généraliser.

-Tumeur: (Lattumere enfler)
Nom générique donné a des productions pathologicprestituées par un tissu de nouvelle
formation et distinctes de processus inflammatdite®eurs bénignes ou tumeurs malignes).

-Immortalisation:
Processus pathologique par lequel une cellulevssedile fagcon continue ou indéfinie.

-Transformation:
Processus pathologique par lequel une cellule aogjdie nouvelles propriétés modifiant sa
morphologie et sa croissance.
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-Virus oncogene
Virus introduisant la formation de tumeurs chearfime ou l'animal.

-Virus transformant::
Virus induisant une transformation des cellulesdtédes in vitro.

-Processus tumoral

Le processus tumoral peut se résumer en 4 facteurs:

-Immortalisation des cellules et modifications de leurs adhérences

-Contournement du systeme immunitaire

-Néo-angiogéneséormation de nouveaux vaisseaux sanguins alimetea cellules
tumorales)

-Diapédesg(les cellules tumorales passent entre les celarndsthéliales et arrivent dans |
systeme de régulation sanguin, ce qui leur permsedlisséminer ailleurs dans I'organisi

« Les propriétés des cellules transformées

1. Au niveau de leurs croissances

-Augmentation de la densité cellulaire a saturation
-Diminution des besoins en facteurs de croissance
-Croissance "ancrage-indépendante”

-Perte de l'inhibition de contacte

2. Au niveau du cytosquelette

-Perte des fibres de stress (visible en microsoopiigue)
-Redistribution des microfilaments (microscopiecéienique)

3. Au niveau de la surface des cellules

-Augmentation de I'agglutinabilité par les lectines

-Augmentation de la production de protéase membnesat secrétés
-Mobilité accrue des protéines membranaires

Diminution de l'adhérence aux supports solides
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4. Au niveau de la matrice extracellulaire

-Diminution des fibronectines

.Les cellules transformées ne présentent pas néeaseat toutes les modifications
décrites.

.Les tests de transformation peuvent recouvrir déiems différentes:

-croissance en agar molle

-croissance a taux de sérum réduits

-modification morphologiques etc....

Al est important de distinguer les cellules transfées des cellules
tumorigénes(tumeurs en souris nude(dépourvue deénsgsmmunitaire) ou dans un
contexte isogénique)

.Les cellules tumorales sont en générales immogesigt transformées.

« RoOles des virus dans lI'oncogénése

-84.5% des tumeurs sont dit aux facteurs enviroen&ux (pollution, tabac...) et aux
facteurs génétiques.

- 0.5% des tumeurs sont causeé par des causedentsd autres que virales.

-15% des tumeurs sont le fait d'étiologie viraledont 80% ddt au seuls virus HPV et

HBV..
Groupe Mode d'infection, quand?ouvoir oncogéne
L Exemple . |
taxonimique celle-ci est tranformantaaturel
Virus 2 ARN |
ALV chronique leucémie aviaire
Rétrovirus RSV chronique sarcome aviaire
HTLV-I chronique leucémie T de 'adulte
Flavivirus | VHC | chronique | hépatocarcinome
, : discutable- en
Deltavirus VHD chronique association avec VHB
Virus & ADN |
Papovavirus |
) HPV restrictive ou abortive apillomes - carcinomes
papillomavirug 16/18 Pap
i : SV40 abortive non
polyomavirus
Adénovirus Adlz. abortive non
humain
EBV latente lymphome / carcinome
Herpesvirus | HHV8 latente Kaposi / lymphome
CMV hit and run ? non prouveé
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Hepdnavirus | VHB | chronique | hépatocarcinomes |

Virus
Poxvirus Fibrome Chronique ? fiboromes
Shope

-Les infections transformantes sont persistantes

-Les voies physiologiques altérées le sont égalerhdans les tumeurs non-
induites.

-Le processus néoplasique est toujours associé aeutis-régulation du cycle
cellulaire.
Les Rétrovirus oncogénes

1. Propriétés communes des rétrovirus oncogenes

-Oncogénes chez I'homme ou chez I'animal
-Persistance sous forme intégrées
-Sont peu ou pas cytolytiques

2. Différences majeures entre les rétrovirus oncogenes

Délais Taux de
d'apparition des AP Type de virus
tumorigénése
tumeurs

_rapide | g RSV
(~jours/semaines)

Intermedlal_re a moyen ALV

long (~mois)
trés long (années) faible | HTLV-I

3. Les Virus oncogenes lents: exemple de I'AlAYian Leukosis Virys

-Si I'on injecte a des poussins le virus ALV, autide 6 mois, 95% de ces poussins
donneront des poulets sains et 5% des pouletsnegaés

Si I'on préléve du virus de ces derniers pour tefede nouveau des poussins, ceci
donneront 95% de poulets sains et 5% des poulatsri@ques.

Le virus issu d'un poulet leucémique n'acquiert don aucun pouvoir oncogene
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-Le virus ALV n'est pas transformant (les cellules infectées n'acquierent pas de
nouvelles propriétés modifiant leurs morphologiedeurs croissances).

-L'ADN proviral est intégré sans distinction a I'ADN des cellules tumorales et a
I'ADN des cellules non tumorales

-En analysant l'intégration d&DN proviral , on s'apercoit:

gu'il s'integre de facon aléatoire dans les cellules irtiges mais non tumorales
gu'il s'integre de maniére identique dans toutes les celés tumorales: La tumeur
est donc clonalgissue d'une méme cellule).

-En réalité, le site d'insertion du génome viradéedmine le processus de
transformation de la cellule infectée.

Si l'insertion s'effectue par exemple dans la zimeégulation du gene c-myc (proto-
oncogene), il peut y avoir dérégulation de I'expi@s du proto-oncogéne et
transformation de la cellule infectée.

Un virus oncogene lent est un virus cic-activateuce qui veut dire qu'il est capable
d'activer I'expression de certain géne, mais umigun si il est inséré a coté de ce géne.

Récapitulons: Caractéristiques des virus oncogéenerts:

-Virus oncogene, mais non transformant

-Faible taux de tumorigénése chez I'animal

-Les Tumeurs sont clonale

-Le site d'insertion du provirus est spécifique das I'ADN cellulaire

Oncogénese par mutation
insertionnelle

-L' Oncogénése est compatible avec la réplicatiornrale

4. Les Virus oncogenes rapides: exemple du RS&E Sarcoma Vir)is

-Si I'on extrait par ultracentrifugation le viruSR d'un poulet infecté et qu'on
réinjecte le virus sur des poussins, 1 a 2 semainsgard, 100% des poussins ont
développé un Sarcome.

Le virus est facteur d'oncogénese

-En analysant I'effet du virus sur les cellules irdctées, on s'apercoit que le virus
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RSV est transformant.

-En analysant l'intégration d&DN proviral , on s'apercoit:
gu'il s'integre que dans le génome des cellules tumorales
gu'il est présent dans toutes les cellules tumorales

les sites d'insertion du provirus est aléatoire ate
détermine pas le pouvoir tumorigéne ou
transformant du virus.

Pour déterminer si le pouvoir transformant du RSWié a un géne viratles mutants de
RSV sont étudiés:

Un stock viral est établi et on isole les mutamtscsilture cellulaire:

Le virus sauvage est transformant

Les mutants se répliquent mais sont défectifs poudes fonctions de transformation

Il faut ensuite localiser les sites mutés danyiles défectifs afin de déterminer le ou les
genes responsable des propriétés transformantasugu

En analysant comparativement les génomes desRB¥set ALV, on s'apercoit que le
virus RSV possede un géne supplémentaire baptsé

En analysant ensuite la présence ou non du géersa8Sscde génome des cellules non
transformées, on s'apercoit que le gene Src estrdans les cellules saines, ce qui
signifie que ce géene est un gene d'origine cetkilat non virale.

-Enfin, une derniére expérience a été menée
Un mutant RSV "type ALV" (c'est a dire le gene \¢8Elété) a été construit.
Le virus ainsi muté a été inoculé a des poussins:

Dans de rares cas, les poussins développe un sgrebgeci a un stade avancée de leurs

croissances (comme si on les avait infecté avec)ALV

De ces rares poussins développant un sarcomextiaitée virus que I'on inocule de
nouveau a des poussins:

Dans 100% des cas, le poussin présente un sarcomeng si il avait été infecté par le
virus RSV sauvage).

En analysant le génome des virus préleves suraessms, on s'apercoit que le mutant
RSV "type ALV" a acquis l'oncogene Src cellulaire.

le virus RSV est capable de capturer un proto-ocoréme cellulaire et c'est ce géne qui
porte les fonction de transformation.

Il est intéressant de noter gles virus a pouvoir ocongene rapide sont en général
défectifs, d'ou la nécessité soit d'un virus helpgrermettant au virus de se répliquer
ou soit la mise en jeu d'un mécanisme de co-infeati.

les virus ocongénes rapides sont donc des virus misducteurs.
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Résumé des Caractéristiques des virus oncogene rdes:

-Virus ocongene et transformant

-Courte période d'incubation avant apparition de latumeur

-Taux élevé de tumorigénése chez I'animal et de tmaformation in-vitro
-Tumeurs polyclonales

-Site d'insertion aléatoire du provirus dans I'ADNcellulaire

-Les fonctions de transformation sont portées par virus et
indépendantes des fonctions de réplication

-Les virus portent un ocongene d'origine cellulaire

-La capture d'un proto-ocongéne cellulaire se faike plus souvent au
détriment des fonctions de réplication.

Les Virus oncogenes a ADN

Le Virus SV40

-Découverte:

Le virus SV4Q(Virus Simien 40a été découvert par hasard lors des essais deatoo

contre la polio:

Salk et Sabin firent produire du virus de la palio des cellules de rein de singe.

Ces virus étaient ensuite inactivés puis utilissis pa vaccination. On faisait en parallele des
test d'innocuité.

-En injectant la préparation a des hamster nouréails constaterent I'apparition d'une
tumeur 230 jours apres injection.

En isolant les anticorps produits par le hamstgidentifierent un nouveau virus: 8/40.

-Ce virus est capable de se multiplier sur celldiesinge sans occasionner de tumeurs mais
des qu'il est injecté a des hamster, cesse delsplraumais induit des transformations en
cellules tumorales.

Pour identifier les facteurs de la transformatiommutant thermosensible de SV40 a été
isolé: a 37°C, les cellules de hamster infectées@airus sont transformées, mais pas a 32°C
(température ou le virus est défectueux) :

le facteurs transformant est donc un protéine virat : c'est I'antigéne grand T

-Le site d'insertion virale dans 'ADN génomique eisaléatoire.

-Une région virale est constamment exprimée dansseellules transformées, la région
codant pour I'antigene grand T.
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L'antigene grand T est suffisant pour immortaliseret transformer des cellules
embryonnaires de rongeur

|Fonctions de l'antigéne grand T

-L'antigéne grand T peut immortaliser et transformer des cellules de
rongeurs.

-Son expression stimule I'entrée des cellules engde S

-Trois régions sont requises a lI'expression du poow transformant
-Deux de ces régions s'associent aux produits desngs (cellulaires)
supresseurs de tumeurs P53 et pRB

N.B.:
- l'inactivation de pRB est observée dans certdimeses de rétinoblastome.
-la p53 est inactive dans environ 50% des canaersam.

Le papillomavirus

-Découverte des propriétés oncogenes du virus:

Shope transmet un échantillon du papillomavirusPa Rous

Injection de ce virus sur un lapin. Apres quelgse®aines, les lapins de laboratoire ne
développent pas de verrue et le virus "disparait”.

Plusieurs mois apres l'infection, les lapins déueémt un carcinome cutané....

En réalité, le virus présente 2 cycles possibles:
-Un cycle d'infection lytique
-Un autre d'infection abortive (pas de productienvatus) et transformante.

-Les protéines virales E6 et E7 sont responsable di¢clenchement de lI'oncogénese:
la protéine E6 interagit avec le produit de gene @lulaire) supresseur de tumeurs P53.
la protéine E7 interagit avec le produit de gene @lulaire) supresseur de tumeurs pRb.

Les oncogéenes viraux des "petits virus & ADN" slsntin exemple de convergence évolutive

Virus Interaction avec Interaction avec pRb cellulaire
p53 cellulaire
| SV40 | antigéne T (EA) | antigéne grand T
Virus quyome Non Donné antigene grand T
Murin
| BK | antigéne T (EA) | antigéne grand T
| JC | antigéne T (EA) | antigéne grand T
L E1b-55K/E40RF6
Adénovirus (EA) Ela (EA)
Papillomavirus
16/18 E6 (EA) E7 (EA)
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Virus Epstein-Barr| EBNA-5 (EBNA- i i
(EBV) LP) EBNA-5 (EBNA-LP)
Cytomégalovirus i
(CMV) IE-84 non
Virus de I'Hépatite
B (HBV) HBx non

Ces virus ont en commun de posséder une ou deux fgmes précoces
interagissant avec p53 et pRb.

-L'interaction se fait dans les cellules transformeés et au cours du cycle réplicatif
normal (coincidence?)

-La transformation survient dans le contexte d'unénfection abortive et
persistante.

Elle requiert I'intégration du génome viral et I'expression continue d'une ou
plusieurs protéines précoces.

Cycle viral et transformation

La réplication virale dépend en grande partie dtabw@isme nucléotidique de la cellule et,
dans une mesure plus variable, de la machineniéplieation.

Le virus oncogéne amplifie I'avancée du cycle taille vers les phases G1 et S, ce qui lui
permet de se répliquer plus facilement, le métabwinucléotidique étant largement amplifié
durant ces phases.

En tant normal, le cycle cellulaire est régulé.

-En phase G1:

La protéine Rb forme avec E2F le complexe Rb-E2F quéprime I'expression des genes
du cycle cellulaire et ceci constitue un évenemeeassentiel pour supprimer la

prolifération cellulaire.

La liaison a Rb ou sa phosphorylation, fonctionneiment ou physiquement, libere les
facteurs de transcription E2F. E2F est lié a I’'ADN en association avec un afgoteur de
transcription DP-1 et ensemble, une fois I'actiohilitrice des protéines "pocket” levée, elles
induisent I'expression de la cyclineE et cycline®&cessaire pour le passage a travers G1.
Mais surtout, les facteurs de la famille "pockéjulent la transcription des génes impliqués
dans la réplication de I'ADN et dans l'induction expression des histones 2A et 2B,
indispensables pour 'assemblage de 'ADN dansiletéosomes. lls sont donc essentiels
pour l'initiation et progression de la phase S.

L'irradiation ionisante des cellules provoque dassares de chaines d'’ADN qui conduisent a
une augmentation post-traductionnelle du taux dgb% son activation (I'astérisque indique
I'état activé de p53). La protéine p300 interagi#cap53 et cause son acétylation, contribuant
a son activation. L'induction optimale de p53 apnesliation parait nécessiter un gene ATM
normal. L'accumulation et l'activation de p53 casdat & une transactivation
transcriptionnelle de plusieurs génes comprenatd4fa mdm2, p21, bax et cycline G. La
guestion n'est pas encore résolue de savoir geless inductibles par p53, IGF-BP3 et TSP1
(thrombospondine-1, inhibiteur d'angiogenése), saiuits spécifiquement en réponse aux
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radiations ionisantes. Une augmentation du taup@decontribue a I'arrét du cycle cellulaire
par l'inactivation des complexes cycline-Cdk (Baisgue aprés cycline-Cdk indique I'état
d'activation de ceux-ci). p53 stimule l'expresgsiermdm2, entrainant une régulation négative
de p53, ce qui limite la durée de I'arrét en GV pqué par l'irradiation des cellules.

Dans une cellule avec des géenes RB1 intacts, l'irddion de p53 tend a empécher la
phosphorylation de pRb, qui reste ainsi lié au faetur de transcription E2F. Les cellules
gui sont en G1 a ce temps de l'irradiation ne peuve progresser en phase S car les génes
permettant cette progression sont bloqués.

Au contraire, si pRb est inactivée, soit par fixathn avec des oncoprotéines virales (Ela,
E7), soit par inactivation du gene RB1, alors E2Fst constitutivement libre et capable de
faire passer la cellule en phase S1 malgré l'induon de p53.

La combinaison de l'induction de p53 et I'expressiode E2F ou la progression continue
en phase S tendent a induire l'apoptose.

Les voies de régulation p19ARF-MDM2-p53 et p16-m&ID/CDK4,6-pRb sont indiquées.

Pour pouvoir permettre une oncogéneése, les oncegamraex doivent "collaborer"

Le modeéle des "petits virus oncogénes & ADN"

-La transformation viro-induite (par SV 40, Adénm, Papillomavirus) est
une perversion du cycle réplicatif, mais elle exdtit certaines modalités.

-Les interactions observées traduisent une "mismsadition” de la cellule
(permettant d'optimiser les processus de réplicatiale).

|Les protéines impliquées sont tprgecoce: ou précoce:

La transformation étant incompatible avec les péa@s cytolytiques de ces
virus, elle n'est observée qu'au cours d'infeqtiensistantesetabortives.

Il y a alors intégration du génome viral et expi@sgonstante des
oncoprotéines virales
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