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Chapitre n°3 : Agents antimicrobiens

1. Les agents chimiques utilisés pour la conservation des bioproduits

[image: image1.png]Un conservateur est un additif incorporé a un aliment dans le but de ralentir I'évolution de sa flore microbienne. Tl
"agit, en général, de composés utilisés A faibles doses afin d’éviter tout risque d’ordre toxicologique. La plupart ne
sont, dans ces conditions, que bactériostatiques.




[image: image2.png]L’addition de conservateurs stabilise un aliment pendant une période plus ou moins longue. La flore microbienne

continue son évolution, lentement pour les espéces sensibles, plus rapidement pour les espéces résistantes qui sont

sélectionnées par le traitement. Des résultats appréciables peuvent étre obtenus par ce procédé. Cela suppose :

- le bon choix d’un conservateur ; il est fonction de ’aliment et de la structure de sa flore microbienne ;

- I’association de plusieurs conservateurs qui permet d'élargir le spectre d’activité de chacun et d"utiliser les syner-
gies qui peuvent exister entre différentes molécules ;

— le couplage avec d’autres procédés de stabilisation (en général, réfrigération ou déshydratation).




1.1. Le chlorure de sodium

[image: image3.png]A des concentrations suffisantes, le chlorure de sodium posséde des propriétés inhibitrices sur de nombreux micro-organismes,
en particulier sur les bacilles 2 Gram-. Seuls les micro-organismes halophiles peuvent se développer dans un aliment salé. s
peuvent &wre responsables d’altérations de salaisons, mais leur développement est recherché pour certains produits nécessitant
une maturation comme la saucisse fraiche (maturation limitée) ou les saucissons secs (maturation plus importante).

La salaison est un des procédés de conservation des produits de charcuterie. Ceux-ci sont immergés dans la saumure ;
une solution saline peut étre aussi injectée.

Les salaisons (viandes salées, charcuterie) peuvent cependant héberger Clostridium botulinum. Elles furent souvent,
dans le passé, mises en cause dans des cas de botulisme.





1.2. Nitrates et nitrites

[image: image4.png]Une concentration suffisante en nitrates ou nitrites (de sodium ou de potassium) inhibe le développement de Clostridium
botulinum et 1a production de sa toxine, Les cas de botulisme sont devenus rares depuis que 1’on a recours 2 cet additif.
L'action inhibitrice est due aux nitrites. Les nitrates sont actifs du fait de leur réduction en nitrites par les bactéries
possédant une nitrate-réductase.

Lemploi de nitrites est donc généralement couplé a celui du sel dans les salaisons. Il n’est pas sans inconvénients : au
cours de la cuisson et, 2 un degré moindre, dans le tbe digestif, les nitrites réagissent avec les acides aminés pour
former des nitrosamines dont les propriétés cancérigénes sont démontrées.

11 faut cependant relativiser I’incidence de cet additif car les nitrites absorbés en tant que tels sont peu abondants en
comparaison de ceux provenant de I'alimentation : les légumes et les viandes contiennent de plus en plus de nitrates ou
de nitrites du fait de I'emploi généralisé d’engrais minéraux. Il y a d’autres sources de nitrosamines, par exemple
fumées de tabac, cuisson des viandes au « barbecue ».





1.3. Anhydride sulfureux et sulfites

[image: image5.png]Leur emploi est trés répandu en cenologie. Ces composés inhibent de nombreuses bactéries et moisissures ; les levures
sont plus résistantes.

15 sont employés pour 1a conservation de diverses préparations 2 base de jus de fruits, péches, tomates pelées, concen-
trés de fruits, noix, fruits secs, morue salée, moutardes...

La consomimation d’anhydride sulfureux n’est pas sans effets secondaires : les céphalées et les malaises ressentis
quelquefois aprés une absorption exagérée de vin blanc lui sont en général imputés.




1.4. Les acides organiques

[image: image6.png]Les acides organiques exercent un effet inhibiteur sur la croissance des micro-organisimes :

— par I'acidification de I'aliment qui résulte de leur addition et qui est préjudiciable A de nombreux germes. C’est ainsi
que I'acide acétique est utilis€ pour conserver les oignons, les cornichons, le poisson dans les marinades. L utilisa-
tion de P’acide acétique comme agent conservateur est généralement couplée avec d’autres procédés de conservation
ou de stabilisation : pasteurisation, réfrigération, présence d’autres additifs ;

-~ du faitde I"action inhibitrice de leur forme ionisée. 1" anion est trés actif contre les moisissures. C'est le cas de ’acide propionique
et de ses sels qui sont utilisés pour allonger la durée de conservation de produits 4 base de céréales comme le pain de mie.
Lacide propionique peut étre ajouté dans la péte a pain car il n’a aucune action sur les levures. On peut préserver des fruits ou
des légumes, contre les attaques de moisissures, en les plongeant dans un bain d’acide propionique ou de propionate.

Ces composés sont dépourvus de toxicité.



[image: image7.png]Les propriétés bactériostatiques de 1’acide
citrique, de I"acide ascorbique, de 'acide
tartrique sont utilisées dans de nombreux
produits. Citons aussi 1" acide lactique, con-
servateur naturel des aliments subissant une
fermentation lactique : choucroute, saucis-
s0n, yaourts. ..

“acide citrique

CHOR
acide ascorbique

¢ COOH:
o
crom
éDOH

acide tartrique




1.5. Les acides gras insaturés

[image: image8.png]La présence d’une double kaison accrofit I’activité antimicrobienne des acides organiques.

Le principal représentant de ce groupe est 'acide sorbique et ses sels de potassium, de sodium ou de calcium.
Lacide sorbique est un anti-moisissure tr2s efficace. Son action s'étend, 2

un degré moindre, aux levures et aux bactéries sporulées dont C. botulinum.

1l est utilisé pour conserver les corps gras (beurre, margarine, mayonnaise), des jus de fruits, des produits de boulange-
tie, des pétisseries, les olives de table, les chataignes, les pruneaux secs.

Dans les produits de boulangerie, on introduit de préférence dans la pate du palmitate de sorbyle. Ce composé libere
Pacide sorbique au cours de la cuisson quand la levée de la péte est terminée. On évite ainsi I’action inhibitrice de
I’acide sorbique sur les levures.

Son antagonisme vis-a-vis de C. botulinum devrait &tre exploité. C’est un des rares composés susceptibles de remplacer
les nitrites. Il n’est pas toxique, du moins aux doses employées.




1.6. L’acide benzoïque

[image: image9.png]Contrairement aux précédents, I'acide benzoique sous sa forme ionisée (donc en milieu acide) est surtout actif contre
les bactéries et les levures ; son action inhibitrice sur les moisissures est moins prononcée.



[image: image10.png]Certains de ses dérivés : esters de I'acide paraaminobenzoique, sont actifs dans les milieux proches de la neutralité,
L’acide benzoique, ses sels, ses dérivés trouvent leur utilisation dans la conservation des jus de fruits, des compotes,
des ceufs de poissons...




1.7. Les composés phénoliques 

[image: image11.png]Le spectre de leurs propriétés antimicrobiennes est trés étendu (bactéries, levures, moisissures et méme certains virus)
mais I'activité de ces molécules est faible.

Leur intérét réside dans le fait qu’ils potentialisent I'action d’autres conservateurs comme 1'acide sorbique et qu’ils
sont utilisés également pour leurs propriétés antioxydantes : ce sont donc des additifs 4 fonctions multiples.

Certains sont actifs sur Clostridium botulinum et leur association avec I’acide sorbique est, sur ce plan, prometteuse.

Les acides hydrocinnamiques sont inhibiteurs des Pseudomonas, ce qui peut les rendre utiles pour prévenir I"altération
de nombreuses denrées par un traitement en surface.




2. Les agents chimiques utilisés dans les opérations de nettoyage et de désinfection

[image: image12.png]Selon la norme AFNOR (NF T 72101}, la désinfection est « une opération au résultat momentané permettant d’élimi-
ner ou de tuer les micro-organismes et/ou d’inactiver les virus indésirables, sur des milieux inertes, en fonction des
objectifs fixés ».

Les désinfectants chimiques sont le plus fréquemment employés. Le but du nettoyage est, en éliminant les salissures
par une action mécanique, puis par cetle de substances chimiques, de priver les micro-organismes de tout substrat
organique pouvant favoriser leur développement. Nettoyage et désinfection sont donc complémentaires : aucune désin-
fection n’est possible si elle n'a été précédée d'un nettoyage efficace. La plupart des substances utilisées pour le
nettoyage sont des détergents, car les salissures sont souvent de nature graisseuse (mais aussi parce que les salissures
d'autre nature sont plus ou moins aisément €liminées par I'eau). De fagon générale, on utilise un dégraissant 3 pH
neutre pour les souillures fraiches (vaisselle, petit matériel, table de travail), alcglin pour les salissures séches ou cuites
(sols), trés alcalin pour les souillures carbonisées (nettoyage des fours),




2.1. Classification et spectre d’action des désinfectants

[image: image13.png]Les plus utilisés appartiennent A six groupes importants :

— les composés halogénés qui comprennent:le chlore et les composés chiorés, U'iode et les composés iodés ;

— les aldéhydes comme le formol (formaldébyde ou méthanal) et le glutaraldéhyde ;

— les oxydants tels 1"ozone ou I'eau oxygénée (peroxyde d’hydrogéne) ;

— les ammoniums quaternaires qui ont des propriétés détergentes ;

— les alcools ;

— les phénols. Les monophénols comme I'acide phénique, le crésol, le chlorocrésol sont de bons désinfectants des sols
et des installations sanitaires.
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Tableau 1 ~ Spectre d'activité des antiseptiques et des désinfectants




[image: image14.png]Un bon désinfectant posséde tout ou partie des qualités suivantes :
- il 2 une action persistante (rémanence) ;
— il a un spectre d’activité le plus large possible ;
— il agit & faibles doses ;
— il est sans action corrosive sur le matériel ;
— il ne laisse pas de résidus apres le ringage ;
— les bactéries ne s’y adaptent pas (pas de phénomgne de résistance).
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Tableau 2 — Désinfectants : incompatibilités et risques toxicologiques
(d'aprés ]. Fleurette in la Revue du Praticien, 1980)





2.2. Mode d’action des désinfectants

[image: image16.png]La plupart des désinfectants agissent sur les structures vitales des micro-organismes, en particulier sur la membrane
cytoplasmique. Rappelons que cette formation assure des fonctions essentielles 2 la vie des bactéries : production
d’énergie, transport actif de nutriments. D’ autres structures peuvent étre affectées par 1'action des propriétés détergen-
tes qui provoquent des changements importants dans I'ultrastructure de 1a membrane cytoplasmique, celle-ci devenant
incapable d'assurer ses fonctions (rappelons qu’elle est riche en lipides qui sont 1a cible des détergents).

Le pouvoir oxydant apparait déterminant. En effet, il a été prouvé expérimentalement que I'activité des désinfectants
dépend en premier lien de leur potentiel d’oxydoréduction.

Celui-ci décroft, dans I'eau, dans 1"ordre suivant :

ozone ~> eau oxygénée ~» hypobromite — hypochlorite — hypoiodite — chlore — brome — chloramine — iode.

Deux autres paramétres déterminent I’activité d’un désinfectant :

- sa charge électrique qui conditionne son affinité pour les structures microbiennes ;

— son pouvoir de diffusion dans I’organisme, qui détermine le nombre de molécules parvenant au site d’action.
Les composés chlorés se dissocient dans 1’eau selon les équations suivantes :

CL+H0 — ———» HOCI+H"+CI°
-—

ClO-+H* ———— HOCL
-—

L’acide hypochloreux est actif sur les membranes, I'ion C10- agit dautre part en produisant de I oxygéne actif particu-
lierement réactif. Les oxydants agissent aussi en libérant de I’oxygene actif.




2.3. Savons et détergents synthétiques

Les savons sont des sels sodiques ou potassiques d’acide gras de poids moléculaire élevé. Leur action est mécanique : ils réduisent les forces de tension superficielle et augmentent le pouvoir mouillant de l’eau, permettant ainsi l’emprisonnement des germes dans la mousse, puis leur élimination par rinçage. 

Des composés à pouvoir mouillant, plus récemment synthétisés, sont également bactéricides : ce sont les détergents (ou surfactants), classés en trois catégories :

	DETERGENTS ANIONIQUES
	Groupement anionique actif

	DETERGENTS CATIONIQUES
	Groupement cationique actif (ex : ammoniums quaternaires)

	DETERGENTS NON IONIQUES
	Pas d’activité antimicrobienne


Les plus efficaces sont les sels d’ammonium quaternaires (figure 4) : ils agissent par adsorption au niveau des surfaces cellulaires, détruisant la membrane plasmique et inactivant les enzymes respiratoires. Les détergents ne sont pas biodégradables : leur déversement dans les rivières perturbe fortement l’équilibre écologique de celles-ci.
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Chlorure de cétylpyridinium (ammonium quaternaire)
3. Les agents chimiques utilisés en thérapeutique

3.1. Antiseptiques

· Eau oxygénée

Sa décomposition rapide limite son efficacité.

· Iode

L’iode, peu soluble dans l’eau, est utilisé en solution dans l’alcool (teintures d’iode) ou sous forme de iodure de sodium ou de potassium. Il permet la désinfection de la peau (antisepsie préopératoire) et des plaies superficielles mais peut entraîner des brûlures. Les iodophores comme la Bétadine sont des complexes organiques libérant progressivement l’iode, solubles dans l’eau, non irritants et non tachants.

· Alcools

Ce sont des désinfectants et des antiseptiques largement utilisés, bactéricides et fongicides. L’éthanol et l’isopropanol sont utilisés en solution (70°). Ils agissent par dénaturation des protéines.

3.2. Antibiotiques

En 1929, Fleming observe sur une boîte de Pétri ensemencée avec des Staphylocoques, des colonies d’une moisissure du genre Penicillium, contaminant provoquant une inhibition de la croissance des bactéries en culture. Il mit alors en évidence une substance bactériostatique utilisable en thérapeutique, la pénicilline (figure 1). 

[image: image18.jpg]
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Figure 1 




        Figure 2

Les principaux micro-organismes producteurs d’antibiotiques sont :

· des bactéries

· Streptomyces (Streptomycine, Néomycine, Erythromycine, Kanamycine…)

· Bacillus (Bacitracine, Polymyxines)

· des moisissures

· Penicillium (Pénicillines, Griséofulvine…) 

Les agents chimiothérapeutiques tuent les microorganismes pathogènes ou inhibent leur développement à des concentrations suffisamment faibles pour ne pas être toxiques pour l’hôte (toxicité sélective). L’indice thérapeutique est le rapport de la dose toxique sur la dose thérapeutique. La pénicilline, qui inhibe la synthèse du peptidoglycane chez les bactéries a peu d’effet sur les cellules de l’hôte : son indice thérapeutique est donc élevé. Les agents chimiothérapeutiques sont utilisés dans le traitement des maladies infectieuses. Leur spectre d’activité peut être étroit ou large. 

Les rapports entre malade, agent infectieux et antibiotique peuvent être représentés de la façon suivante :


[image: image20.png]o Pouvoir pathogéne
Toxicité

Résistance de
I'héte
Pharmaco-

cinétique

i o5
‘( Action de I'antibiotique
~CH,
7 ""/////OH Résistance de I'agent pathogéne

o



 Figure 3
A. Classification et mode d’action

La classification des antibiotiques est basée sur leur mode d'action, c’est en fonction de leur cible (figure 4).
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Figure 4 : mode d’action des antibiotiques sur les bactéries

1) Inhibition de la synthèse de la paroi

1.1. -LACTAMINES

Les -lactamines sont caractérisées par un cycle lactame (figure 5a) associé à un noyau thiazolidine formant l’acide 6-amino-pénicillinique (pénicillines) ou à un noyau dihydrothiazine formant l’acide 7-amino-céphalosporanique (céphalosporines). Ces antibiotiques, actifs lorsque les bactéries sont en phase de croissance exponentielle, inhibent la synthèse de peptidoglycane, et plus particulièrement la réaction de transpeptidation (figure 5b). Les -lactamines se fixent sur des protéines liant la pénicilline (PLP ou PBP) : ce sont principalement des enzymes (carboxypeptidases) qui interviennent dans l’assemblage du peptidoglycane. Les -lactamines activent également les autolysines bactériennes.
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Figure 5a : structure des -lactamines

[image: image23.png]Cross-linked
peptidogiycan

Newly synthesized
linear glycan
strands

B-lactams





Figure 5b : mode d’action des -lactamines
1.1.1. LES PÉNAMS (noyau de type pénicilline)

a/ groupe G de la pénicilline G (Benzylpénicilline)
Spectre : cocci Gram + et -, bacilles Gram +.

b/ groupe M des isoxazoyl-pénicillines (Oxacilline)
Spectre : celui de la pénicilline G ; moins actifs, ces produits ne sont pas inactivés par la pénicillinase staphylococcique. 

c/ groupe A des amino-pénicillines (Ampicilline, Amoxicilline)
Spectre : élargi à certains bacilles à Gram négatif ; inactivées par les pénicillinases, y compris celle du staphylocoque.

d/ groupe des uréido-pénicillines (Pipéracilline)
Spectre : élargi à certains bacilles à Gram négatif ; inactivées par les pénicillinases, y compris celle du staphylocoque.

e/ Groupe des carboxy-pénicillines (Ticarcilline)
Spectre : étendu aux bacilles à Gram négatif (Entérobactéries et Pseudomonas)

1.1.2. LES INHIBITEURS DE -LACTAMASES (Acide Clavulanique, Sulbactam, Tazobactam)

Spectre : activité antibactérienne faible. Ils inhibent la majorité des pénicillinases (et les -lactamases à spectre élargi) et sont donc utilisés en association avec d’autres -lactamines : Augmentin® (amoxicilline / acide clavulanique), Claventin® (ticarcilline / acide clavulanique), Tazocilline® (pipéracilline / tazobactam).

1.1.3. LES CARBAPÉNEMS (Imipénem)

Spectre : spectre large. Grande stabilité vis à vis de diverses bétalactamases.

1.1.4. LES CÉPHEMS (noyau de type céphalosporine)

Ce sont tous des produits à large spectre, mais dont l'intérêt réside surtout dans leur activité sur les bacilles à Gram négatif.
Les céphalosporines sont classées en trois catégories, selon l'histoire (quatre "générations"), leur spectre et surtout leur comportement vis à vis des céphalosporinases.

a/ Céphalosporines de 1° génération (C1G) (Céfalotine, Céfalexine)
Spectre : relativement résistantes aux pénicillinases ; détruites par les céphalosporinases.

b/ Céphalosporines de 2° génération (C2G) (Céfoxitine)

Spectre : relative résistance à certaines céphalosporinases ; léger gain d'activité sur les souches sensibles.

c/ Céphalosporines de 3° génération (C3G) (Céfotaxime, Ceftazidime)

Spectre : accentuent les avantages des précédentes : résistance accrue à l'inactivation par les céphalosporinases.

d/ Céphalosporines de 4° génération (C4G) (Céfépime, Cefpirome)

Spectre : pourraient remplacer les céphalosporines de 3e génération pour le traitement des infections à germes résistants (actives sur les souches résistantes aux C3G, résistent aux -lactamases, peu inductrices de -lactamases).

1.1.5. MONOBACTAMS (noyau -lactame seul : Aztréonam)

Spectre : actif uniquement sur les bacilles à Gram négatif. 

1.2. FOSFOMYCINE

Elle inhibe la pyruvyl transférase, nécessaire à la synthèse de l’acide muraminique. 

Spectre large : cocci Gram + et -, bacilles Gram + et -. 

La fosfomycine est toujours utilisée en association pour éviter l'apparition de mutants.
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Figure 6 : structure de la fosfomycine
1.3. GLYCOPEPTIDES (Vancomycine, Téicoplanine)

Inhibe la synthèse du peptidoglycane en formant des complexes avec les résidus D-ala-D-ala des précurseurs lorsqu'ils émergent de la membrane cytoplasmique lors de leur transport à travers celle-ci (figure 7). 

Spectre étroit : les bactéries à Gram + et principalement : staphylocoques et entérocoques (voie IV). 
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Figure 7 : structure et mode d’action de la vancomycine
2) Altération de la perméabilité de la membrane cytoplasmique

Ce sont des antibiotiques de nature polypeptidique, qui agissent sur la membrane cytoplasmique comme des tensioactifs, car leur charge est positive. Il en résulte une profonde destabilisation de la membrane plasmique qui n’assure plus son rôle de barrière osmotique : les constituants cellulaires s’échappent et les cellules meurent.

2.1. POLYMYXINES

spectre : actifs sur les bacilles à Gram négatif (Colimycine).

2.2. GRAMICIDINES ET TYROCIDINE

spectre étroit : bactéries à Gram positif (tyrothricine).

3) Blocage de la synthèse des protéines

3.1. Inhibition de la transcription (CIBLE : ARN-POLYMÉRASE)

RIFAMYCINES

Spectre large : mycobactéries (M. tuberculosis, M.leprae), cocci Gram + et -, Bactéries à Gram +, divers bacilles à Gram négatif (dont Brucella). Les rifamycines sont actives sur les germes à développement intracellulaire.

Figure 8 : structure de la rifampicine
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3.2. Inhibition de la traduction (CIBLE : LE RIBOSOME)

3.2.1. AMINOSIDES OU AMINOGLYCOSIDES (Streptomycine, Kanamycine, Gentamicine)

Ils se fixent sur la petite sous-unité du ribosome (au niveau de l’ARNr 16S) : ils inhibent directement la synthèse protéique et provoquent également des erreurs de lecture de l’ARNm. Les protéines formées ne sont pas fonctionnelles.

Spectre large : cocci et bacilles à Gram positif (sauf les streptocoques) ; cocci et bacilles à Gram négatif, mycobactéries. Toutes les bactéries anaérobies sont résistantes.

Figure 9 : structure de la streptomycine
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3.2.2. GROUPE DES MACROLIDES ET APPARENTES (« M L S »)

L’érythromycine et les autres antibiotiques de ce groupe se fixent sur la grande sous-unité du ribosome et bloquent ainsi l’élongation de la chaîne peptidique, par inhibition de la translocation. 

Spectre assez comparable à celui de la pénicilline G : cocci Gram + et -, bacilles Gram +. 

MACROLIDES (Erythromycine, Spiramycine, Josamycine).

LINCOSAMIDES (Lyncomycine, Clindamycine).

SYNERGISTINES (Virginiamycine, Pristinamycine).
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Figure 10 : structure de l’érythromycine
3.2.3. PHÉNICOLÉS (Chloramphénicol)

Le chloramphénicol, autrefois produit à partir de cultures d’une espèce de Streptomyces, est aujourd’hui obtenu par synthèse chimique. En se fixant sur l’ARNr 23S comme l’érythromycine, il inhibe la peptidyltransférase. Il entraîne également des perturbations dans la synthèse des ARN. C’est un antibiotique assez toxique (réactions allergiques et neurotoxiques).

Spectre large y compris Rickettsies et Chlamydiae.
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Figure 11 : structure du chloramphénicol



Figure 12 : structure de la tétracycline
3.2.4. TÉTRACYCLINES

Elles inhibent la fixation des aminoacyl-ARNt sur le site A du ribosome. 

Spectre large mais résistances fréquentes. Actives sur les germes à développement intracellulaire y compris rickettsies, chlamydiae et mycoplasmes.

3.2.5. ACIDE FUSIDIQUE

Inhibition de la translocation. 

Spectre limité : surtout utilisé comme antistaphylococcique.

Figure 13 : structure de l’acide fusidique
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4) Inhibition de la réplication de l’ADN

4.1. QUINOLONES (Acide nalidixique)

Les quinolones sont des antibiotiques synthétiques inhibant l’ADN gyrase, ce qui perturbe la réplication et la réparation de l’ADN, mais aussi la transcription et la séparation du nucléoïde lors de la division. 

Spectre limité aux bactéries à Gram négatif à l'exception de Pseudomonas aeruginosa.

4.2. FLUOROQUINOLONES (Norfloxacine)

Spectre élargi au Pseudomonas et aux bactéries à Gram positif, notamment les staphylocoques.
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Figure 14 : structure de l’acide nalidixique
4.3. PRODUITS NITRÉS

Prodrogues dont certaines bactéries peuvent réduire le radical (-NO2) ce qui fait apparaître un dérivé toxique pour l'ADN par substitutions de bases ou cassures.

4.3.1. OXYQUINOLÉINES

Spectre large, utilisés dans le traitement des infections urinaires ou intestinales.

4.3.2. NITROFURANES

Spectre large, utilisés dans le traitement des infections urinaires ou intestinales.

4.3.3. NITRO-IMIDAZOLÉS (Métronidazole)

Spectre limité aux bactéries anaérobies, surtout les bacilles Gram - et les bacilles Gram + sporulés.
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Figure 15 : structure du métronidazole
5) Analogues structuraux des précurseurs de l’acide folique

5.1. SULFAMIDES

Les sulfamides sont des molécules structurellement semblables à l’acide p-aminobenzoïque, qui participe à la synthèse de l’acide folique. Ces analogues entrent en compétition avec l’acide p-aminobenzoïque au niveau du site actif d’une des enzymes impliquées dans la synthèse d’acide folique, nécessaire à la synthèse des purines et des pyrimidines. Cette compétition conduit à l’arrêt de la croissance des bactéries.
Spectre théoriquement large, mais résistances fréquentes.
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Figure 16 : structure de l’acide folique, du sulfaméthoxazole et de la sulfanilamide
5.2 TRIMÉTHOPRIME

Elle inhibe la dihydrofolate réductase, empêchant la synthèse de tétrahydrofolate. Son effet est également bactériostatique, mais l’association sulfamide / triméthoprime (Cotrimoxazole) est bactéricide (figure 17).

Spectre large, résistances beaucoup moins fréquentes.
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 Figure 17 : mode d’action du cotrimoxazole
B. Mesure de l’activité antibactérienne : l’antibiogramme

1) Principe et méthodes

Un agent bactéricide tue l’organisme cible, mais son activité dépend de la concentration, et dans certains cas, aux faibles concentrations, il peut être uniquement bactériostatique. L’efficacité d’un antibiotique peut être évaluée grâce à la CMI (concentration minimale inhibitrice) : c’est la concentration la plus faible d’un antibiotique capable d’empêcher le développement des microorganismes d’une population. La CMB (concentration minimale bactéricide) est la concentration la plus faible d’un antibiotique capable de tuer au moins 99,99 % des micro-organismes d’une population (après un certain temps de contact).
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 Figure 18 : croissance bactérienne en présence d’antibiotique
L’antibiogramme a pour but de déterminer in vitro l’antibiotique le plus actif sur le germe, c’est à dire celui qui sera prescrit au malade infecté par ce germe. Un certain nombre de facteurs susceptibles de modifier l’activité antimicrobienne de l’agent testé doivent être pris en compte :

· L’antibiotique : il doit conserver son activité au cours du test (à 37°C) et sa capacité de diffusion en milieu gélosé solide doit être convenable.

· Le milieu : sa composition doit être rigoureusement définie pour que les résultats soient reproductibles. Le pH en particulier, influence l’activité antibiotique, le pH neutre est souvent choisi.

· Les bactéries : le nombre de bactéries mises au contact de l’antibiotique devrait toujours être le même. L’activité métabolique de la bactérie et la durée d’incubation sont des facteurs importants aussi. La mesure de l’activité antimicrobienne s’effectue toujours avec des souches pures.

Les méthodes par dilution (Figure 19)en bouillon Mueller-Hinton permettent de déterminer les valeurs de la CMI et de la CMB. Une série de tubes contenant des concentrations d’antibiotique croissantes (1 à 1024 µg.mL-1) est inoculée avec une population standard de l’organisme testé. La concentration la plus faible de l’antibiotique inhibant la croissance après 24 heures d’incubation est la CMI. On détermine la CMB en transférant un échantillon des tubes ne présentant pas de croissance dans un milieu frais dépourvu d’antibiotique. L’antibiogramme par dilution tend à se généraliser sous formes miniaturisées (en microplaque) et automatisées (Système Vitek® de BioMérieux).
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Figure 19 : détermination de la CMI et de la CMB en milieu liquide
Les méthodes par diffusion en milieu gélosé solide permettent d’observer des zones d’inhibition (figure 20) autour des sources d’antibiotiques. Il existe une relation linéaire entre le diamètre de la zone d’inhibition et le logarithme de la concentration au niveau de la source. En effet, l’antibiotique diffuse dans le milieu selon un gradient de concentration inversement proportionnel à la distance du dépôt du disque imprégné d’antibiotique (figure 21). 

Pour établir la relation entre le diamètre de la zone d’inhibition et la CMI, on utilise des courbes de concordance établies par des laboratoires spécialisés (Institut Pasteur) avec des souches de références (figure 22). Elles sont réalisées dans des conditions standardisées : milieu Mueller-Hinton, disques de papier filtre, inoculum de 105 germes.ml-1… 
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Figure 21
[image: image40.jpg][Ab] pg/mL

64

concentration eritique
supérieure

concentration eritique
inférieure

diambtre
diinhi

RESISTANT

SENSIBLE

(mm)

[Ab] pg/mL



 Figure 22
Un germe est dit sensible si la CMI de l’antibiotique pour le germe est plus faible que la concentration critique inférieure (taux sanguin moyen obtenu aux posologies habituelles et sans danger pour l’organisme). Un germe est dit de sensibilité intermédiaire si la CMI de l’antibiotique pour le germe est à l’intérieur de la zone des taux thérapeutiques, c’est à dire entre la concentration critique inférieure et la concentration critique supérieure (taux sanguin maximal obtenu par l’administration de fortes doses). Un germe est dit résistant si la CMI de l’antibiotique pour le germe est plus élevée que la concentration critique supérieure. Il faut distinguer cette résistance clinique de la résistance absolue d’un microorganisme vis-à-vis d’un antibiotique donné. 

2) Associations d’antibiotiques (figure 23)

L’action d’une association de deux antibiotiques peut-être :

· supérieure à l’action de chaque antibiotique isolé : il y a synergie ;

· égale à l’action de chaque antibiotique isolé : il y a indifférence ;

· inférieure à l’action de chaque antibiotique isolé : il y a antagonisme.
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 figure 23
Les associations d’antibiotiques ont pour but d’élargir le spectre antibactérien (en cas d'infections à germes multiples, en cas de traitement empirique chez certains patients, en attendant les résultats de cultures) ; d’élargir le spectre antibactérien ; de prévenir l'émergence de résistances, d’obtenir un effet synergique ; permettant une bactéricidie plus rapide ou plus importante et de diminuer les doses utilisées et donc la toxicité des antibiotiques.

C. Résistance aux antibiotiques

Le traitement efficace des maladies infectieuses est menacé, particulièrement dans le milieu hospitalier, par l’apparition de résistances chez de nombreuses bactéries pathogènes. 

	Pour qu'un antibiotique soit actif, il faut :
	La bactérie peut :

	- qu'il pénètre dans la bactérie
	- devenir imperméable

- s'opposer à son transport 

- l’excréter activement

	- qu'il ne soit ni modifié ni détruit
	- synthétiser des enzymes qui le modifient 

- synthétiser des enzymes qui l'hydrolysent

- synthétiser des protéines qui le séquestrent

	- qu'il se fixe à sa cible
	- modifier le site de reconnaissance de la cible

- produire la cible de façon plus importante

	- qu’il bloque une voie métabolique
	- changer de voie métabolique


Tableau 9 : résumé des mécanismes de résistance

1) Principaux mécanismes (figure 24)

1.1. L'imperméabilisation

Elle concerne la membrane externe (pour les bactéries à Gram négatif) ou la membrane cytoplasmique (pour toutes les bactéries). C'est le mécanisme le plus souvent responsable de la résistance naturelle (qui est un caractère propre à l'espèce). Il peut concerner les -lactamines, les tétracyclines, les phénicolés, les macrolides. On peut rencontrer ce mécanisme dans la résistance mutationnelle ( -lactamines, quinolones, aminosides, phénicoles) ou dans la résistance plasmidique (tétracycline).

1.2.  L'inactivation de l’antibiotique

C'est le mécanisme le plus souvent responsable de la résistance plasmidique. Il concerne particulièrement : 

- les -lactamines : -lactamases (pénicillinases, céphalosporinases) hydrolysant la molécule,

- les aminosides : transférases qui phosphorylent ou acétylent certains sites de la molécule, 

- les phénicolés : transférase qui acétyle la molécule.

On peut rencontrer ce mécanisme dans la résistance mutationnelle : certaines bactéries synthétisent des faibles quantités de -lactamases (ce qui suggère une fonction physiologique de ces enzymes dans la vie de la cellule). Une mutation altère le gène de régulation et provoque une synthèse accrue (-lactamase déréprimée).

1.3.  Modification de la cible

C'est le mécanisme le plus souvent responsable de la résistance mutationnelle. La cible est légèrement modifiée par la substitution d'un acide aminé dans la protéine (s'il s'agit d'une enzyme ou d'une protéine ribosomale) ou la substitution d'un nucléotide (s'il s'agit de l'ARN ribosomal). Il peut concerner les -lactamines, les aminosides, les macrolides, les quinolones.

On peut rencontrer ce mécanisme dans la résistance plasmidique : dans le cas des macrolides, une méthylase modifie deux nucléotides du ribosome qui perd son affinité pour l'antibiotique. Dans le cas des sulfamides ou du triméthoprime, le plasmide code pour des isoenzymes qui ne fixent pas ces molécules.

2) Déterminisme génétique (figure 24)

On connaît des résistances naturelles, programmées par le génome bactérien, donc fixes et constantes à l'intérieur du taxon (elles constituent alors un critère d'identification) et des résistances acquises, consécutives à des modifications de l'équipement génétique chromosomique ou plasmidique, qui ne concernent que quelques souches d'une même espèce mais peuvent s'étendre : leur fréquence varie dans le temps mais aussi dans l'espace (région, ville, hôpital…).

2.1. Résistance naturelle 

Les protéines codées par le chromosome ont une structure telle qu'elles empêchent la pénétration de l'antibiotique (les membranes sont imperméables, un système de transport est absent) ou l'inactivent (les -lactamases chromosomiques). 

2.2.  Résistance mutationnelle 

Une altération du chromosome se traduit par la synthèse de protéines modifiées : les membranes deviennent imperméables, un système de transport n'accepte plus l'antibiotique, la cible (enzyme ou ribosome) ne fixe plus l'antibiotique, un répresseur ne contrôle plus certains gènes (dérépression des -lactamases).

Les résistances mutationnelles sont :

- spontanées : elles préexistent à l'utilisation de l'antibiotique,

- stables : elles se transmettent verticalement dans le clone bactérien,

- spécifiques : elles n'intéressent qu'un antibiotique ou qu'une famille d'antibiotiques à la fois,

- rares : le taux de mutation se situe habituellement entre 10-7 et 10-8.

2.3. Résistance plasmidique 
L'acquisition d'une information génétique supplémentaire permet la synthèse de protéines additionnelles dont la présence modifie les membranes ou dont l'activité enzymatique se révèle capable de modifier la cible ou d'inactiver l'antibiotique. 

Les résistances extra-chromosomiques dont le support est un plasmide (ou un transposon) acquis par conjugaison ou plus rarement par transduction :

- sont fréquentes (plus de 80% des résistances acquises),

- sont contagieuses et se transmettent horizontalement entre bactéries cohabitant, même d'espèces différentes,

- peuvent concerner plusieurs antibiotiques, voire plusieurs familles d'antibiotiques, entraînant une polyrésistance.
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Figure 24 : principales modalités de la résistance aux antibiotiques
3) Conséquences 

L'usage d'un seul antibiotique dont la résistance est codée par un gène plasmidique sélectionne les souches résistantes à toutes les molécules dont le gène de résistance se trouve sur le plasmide, ce qui entraîne la sélection rapide de souches multirésistantes. Ce sont ses souches bactériennes résistantes à plusieurs familles d'antibiotiques pour lesquelles les possibilités thérapeutiques sont réduites et parfois anéanties. On constate, en milieu hospitalier surtout, une recrudescence de la fréquence d'isolement de ces souches qui doivent être détectées rapidement et signalées car elles imposent aux services d'hospitalisation des mesures strictes pour éviter leur diffusion. 

Certaines espèces bactériennes sont plus particulièrement concernées par cette multirésistance :

· Streptococus pneumoniae de sensibilité diminuée à la pénicilline (modification des PLP)

· Staphylocoques méticillino-résistants (modification des PLP)

· Entérobactéries et souches de Pseudomonas productrices de céphalosporinase déréprimée

· Entérobactéries productrices de -lactamase à spectre étendu (« BLSE »)

· Acinetobacter (dont l’espèce A. baumannii) naturellement résistants à de nombreux antibiotiques

4) Mise en évidence des résistances au laboratoire

4.1. Les -lactamases

Les -lactamases hydrolysent le cycle -lactame (figure 10a) les pénicillines et des céphalosporines (avec plus ou moins de spécificité), les rendant ainsi inactives. Les -lactamases peuvent être :


- constitutives (Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis…) ou inductibles (Staphylococcus aureus) ;


- d’origine chromosomique ou plasmidique.

Il existe différentes méthodes de mise en évidence rapide de ces enzymes (méthodes acidimétriques, méthodes à la céphalosporine chromogène). Le test Céfinase® de BioMérieux est réalisé grâce à un disque imprégné d’une céphalosporine chromogène (la nitrocéfine) sur lequel on dépose de la suspension bactérienne : en présence de -lactamase, il se forme un produit coloré rouge (figure 25).
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Figure 25 : test Céfinase positif
Les -lactamases à spectre étendu (« BLSE ») confèrent une résistance de haut niveau à quasiment toutes les -lactamines, à l’exception des céphalosporines de 3e génération (résistance de bas niveau). Les BLSE sont déterminées génétiquement par des plasmides (et sont donc transmissibles entre bactéries) et elles sont inactivées par les inhibiteurs de -lactamase tels que l’acide clavulanique. Leur mise en évidence repose sur la présence d’une synergie (figure 26) entre une céphalosporine de 3e génération (Céfotaxime ou Ceftazidime par exemple) et un inhibiteur de -lactamase (on utilise généralement le disque d’Augmentin® contenant de l’amoxicilline et de l’acide clavulanique).
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Figure 26 : mise en évidence d’une BLSE

4.2. Résistance hétérogène des staphylocoques aux -lactamines

Il s’agit d’une résistance à la méticilline due à une modification des PLP (souches dites « méticillino-résistantes » ou « SARM » : Staphylococcus aureus résistant à la méticilline). Une mutation chromosomique entraîne une modification de la PLP2 en PLP2a (modification de cible). La mise en évidence de cette résistance est délicate, car seulement une partie de la population bactérienne (1 bactérie sur 10 000 à 100 000) exprime cette résistance (d’où le nom de résistance hétérogène). Les conditions de culture doivent être modifiées (incubation à 30°C ou ensemencement en milieu Mueller-Hinton hypersalé) pour observer des colonies dans la zone d’inhibition autour d’un disque d’oxacilline (figure 27).
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Figure 27 : mise en évidence d’une résistance hétérogène (SARM)
4.3. Test de Gots (figures 28 et 29)
Il s’agit d’un test mettant en évidence l’inactivation d’un antibiotique. Une souche sensible à l’antibiotique testé est ensemencée sur un milieu Mueller-Hinton. Un disque imprégné de l’antibiotique testé est placé au centre de la boîte. Des stries sont réalisées autour du disque avec les souches à tester et des souches témoin. Après incubation, la présence de culture de la souche sensible au contact des souches test ou témoin dans la zone d’inhibition témoigne de l’inactivation de l’antibiotique.

[image: image46.jpg]culture de la souche sensible

souche test inactivant
Fantibiotique 20ne dinhibition de Ia souche
sensible

‘souche témoin négatit

souche témoin positit

souche test ninactivant culture de la souche sensible
pas Fantibiotique



 


[image: image47.jpg]



Figures 28 et 29 : Test de Got
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