Les bactéries anaérobies strictes
Introduction

Les bactéries anaérobies strictes (BAS) ne peuvent être cultivées en présence d’oxygène. Elles peuvent avoir une certaine tolérance pour l’O2 grâce à une enzyme, la superoxide dismutase qui détoxifie l’ion O2- (toxique pour les BAS). Les BAS possèdent des quantités variables de superoxyde dismutase qui conditionnent le temps de survie des bactéries en présence d’ O2.
Certaines en sont totalement dépourvus et donc ne survivent pas à une exposition à l’air : ce sont les EOS (Extremely Oxygene Sensitive).
1. Les facteurs favorisants les infections à BAS sont :
· Traitements à base de β-lactamines ou aminosides (car les BAS y sont résistantes)
· Immunosuppression 

· L’absence d’une antibio-prophylaxie adaptée en chirurgie digestive ou gynéco. 
Car il y a beaucoup de BAS dans le TD donc quand on réalise une intervention sur le colon par ex, les BAS vont se répandre dans la cavité péritonéale et on risque des péritonites ou abcès péritonéaux. L’antibio-prophylaxie se fait avant l’opération pour éviter les infections ultérieures.

2.
Flore normale des anaérobies strictes :
	
	CFU/ml
	Aérobie / Anaérobie 

	Bouche
	10^9/ml
	1/30

	Colon
	10^11/ml
	1/1000

	Vagin
	10^7/ml
	?

	Peau
	?
	10/1


2. Infections dues aux BAS :
Elles touchent tous les organes : cerveau, poumon, tube digestif, vagin…

+++ infections intra abdominales, abcès du foie, vaginose bactérienne, abcès poumon, abcès cérébral.

3. Traitement :

Le traitement antibiotique seul ne suffit pas à traiter une infection à BAS, un chirurgien devra mettre à plat les lésions, éliminer les tissus nécrosés et drainer le foyer infectieux.

4. Méthode d’étude des anaérobies strictes

Le but des techniques est de soustraire les bactéries du contact de l’air dès le prélèvement.

On place le prélèvement dans un flacon Portagerm.
Culture : les ensemencements sont réalisés soit dans des boîtes placées dans des jarres anaérobies, ou mieux dans une enceinte anaérobie, soit dans des tubes maintenus sous courant d’azote
L’identification des espèces repose comme pour toutes les bacteries sur l’étude de leurs caractères morphologiques, culturaux, biochimiques, ADN, …

Le traitement pourra utiliser après détermination de la CMI :

· Métronidazole

· Clindamycine

· Imipénème
· Chloramphénicol
· Pénicilline
5. Différents genres d’anaérobies strictes


	
	Gram +
	Gram -

	Cocci
	Peptococcus
Peptostreptococcus
	Veillonella

	Bacilles
	Clostridium                     sporulé
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Bifidobacterium

Eubacterium                 non sporulés
Propionibacterium
	Bactéroides               infra Δ
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Prevotella

Porphyromonas        supra Δ
Fusobacterium

Mobiluncus (M.curtisii et M.mulieris)     vagin


Bacilles Anaérobies à Gram Négatif

Ces bactéries font partie de la flore normale du tractus digestif, du tractus respiratoire supérieur et du vagin. Elles sont responsables d’infection au niveau du tractus digestif et tractus génital mais jamais au niveau cérébral et respiratoire.
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Bactéroides du groupe fragilis 
	Habitat
	Flore digestive (+++ 1010/g de selles)

	Pouvoir pathogène
	· péritonite, abcès hépatique
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septicémie à porte d’entrée digestive, 

· infection du tractus uro-génital féminin

· surinfections de tumeurs ou de plaies

	Caractères microscopiques
	Bacilles Gram – (coloration irrégulière=aspect tacheté)

Immobiles

Non sporulés

Renflements centraux caractéristiques des bactéroides fragilis

	Culture
	Petite hémolyse en culture (qui est très caractéristique)
C’est une bactérie qui se cultive facilement


B. Prevotella – Porphyromonas -  Fusobacterium

	Habitat
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# des bactéroides :

· Flore buccale

· Voies aéro-digestive sup

	Pouvoir pathogène
	· Pharyngites, otites, pneumopathies de déglutition

· Abcès du poumon, du cerveau

· Infections en dessous du diaphragme très rares (contrairement bactéroides)

	Caractères microscopiques
	Bacilles Gram – longs et effilés
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Immobiles et non sporulés

	Culture
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Sur gélose au sang certaines Prevotella et Porphyromonas peuvent donner des colonies pigmentées en noir 
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Angine ulcéro-nécrotique de Vincent :
Elle est caractérisée par une association Fuso-spirochétienne (association d’un fusobactérium et d’une bactérie spiralée une Borrelia). C’est le seul cas bactériologique où l’examen direct suffit au diagnostic. Ce diagnostic conduit à prescrire une céphalosporine de 2ème génération et à rechercher une hémopathie sous jacente souvent associée.
C. Mobiluncus

Il y a deux espèces : les M. curtisii et M. mulieris isolées de prélèvements vaginaux chez la femme présentant des leucorrhées.
	Pouvoir pathogène
	On les isole de 11% des vaginoses et souvent associées à une flore anaérobie polymorphe abondante

	Caractère microscopique
	Bacilles Gram – , très fins et très mobiles   (mobil)
Aspect incurvé en virgule (ou croissant de lune)  (uncus)

	Traitement
	Sensibles à la plupart des antibiotiques :
· M. curtisii est résistant au métronidazole (Flagyl ®)
· M. mulieris est sensible au métronidazole (Flagyl ®)

Donc le métronidazole n’est pas le traitement de choix pour traiter une vaginose chez la femme. Il faudra soit attendre l’antibiogramme soit prescrire autre chose car on a 50% de chance de se tromper et de ne pas donner le bon traitement.


Cocci Anaérobies Strictes
Elles font partie de la flore normale de la bouche, du tractus intestinal, de la peau, du tractus uro-génital.

D. Veillonella

	Habitat
	Flore buccale à des titres élevés (1010/ml de salive)

	Pouvoir pathogène
	Suppurations diverses, péritonites, parfois isolées lors des synergistic gangren 
L’infection est habituellement le résultat de la colonisation de tissus lésés par la flore microbienne normale.

	Caractères microscopiques
	Cocci Gram – (plus petits que les Neisseiria)

	Traitement
	Sensible à la plupart des antibiotiques
Résistance naturelle aux aminosides et vancomycine (glycopeptide)


E. Peptococcus
	Caractère microscopique
	Cocci Gram +

	Culture
	Colonies noires en culture (ne pas confondre avec la prevotella). 


NB : il n’existe qu’une seule espèce de peptococcus, le peptococcus niger alors qu’il existe plusieurs espèces de peptostreptococcus

F. Peptostreptococcus

	Pouvoir pathogène
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Abcès profonds du poumon et du cerveau

· Gangrènes où ils sont associés à d’autres anaérobies « synergistic gangren »    grande variété d’infections
· Cellulites, bactériémies, pneumonies, péritonites, plaies de morsures                    «bactéries méchantes»
· Syndrome pelviens inflammatoires, salpingite

	Caractères microscopiques
	Cocci Gram + en chaînette (perdent facilement leur coloration)

	Culture
	Anaérobie stricte


Bacilles à Gram Positif Non Sporulés
G. Propionibacterium

	Habitat
	Peau, follicules pilo-sébacés

	Caractères microscopiques
	Cocci Gram +, très tortueux évoquant des caractères chinois
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Non sporulé

	Traitement
	Sensible aux β-lactamines
Résistant au métronidazole et à la phosphomycine

	Culture
	Aérotolérant

Contaminant le plus fréquent des hémocultures, si la peau à mal été désinfectée il y aura présence de la bactérie dans le prélèvement. Sur les milieux de culture la présence de la bactérie n’a pas de valeur. 
Si le malade a un état déficient, un état immunodéprimé, si on a rien retrouvé comme bactéries pathogènes dans ses hémocultures et qu’il fait vraiment une bactériémie avec ce Propionibacterium qu’on ressort dans plusieurs hémocultures différentes avec la même espèce alors on va lui accorder une valeur.


NB : en culture à partir du glucose elle fabrique de grandes quantités d’acide propionique d’où son nom.
H. Bifidobacterium

	Habitat
	Première bactérie qui colonise le TD après la naissance et après la 1ère selle (stérile) (méconium). 
Elle est présente dans la flore digestive +++ (bifidus)

	Pouvoir pathogène
	Très rares cas de bactériémies néonatales (0,1 %)

	Caractère Microscopique
	Bacille Gram +, branchés en Y (bifides)
Non sporulé


I. Eubacterium
	Pouvoir pathogène
	Suppurations diverses comme l’abcès du poumon associés à d’autres anaérobies.

	Caractère microscopiques
	Bacilles Gram +
Longs et fins en courte chaînes

	Culture
	Leur culture est très difficile car elles nécessitent des conditions d’anaérobioses très exigeantes.
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[image: image13.png]“Clostridium perfringens
Sheep blood trypticase soy (STSA) agar




Bacille à Gram Positif Sporulé : le Clostridium

J. Caractères généraux des Clostridium

	Habitat
	Sol et flore intestinale de l’homme et des animaux

	Physiopathologie
	Ils produisent une grande variété d’enzymes ECR et des exotoxines.

	Caractères microscopiques
	Gros bacilles Gram + avec des spores caractéristiques.

Anaérobies stricts et parfois aéro-tolérants (présence d’une superoxyde dismutase)
Les spores représentent une forme de résistance de la bactérie aux conditions hostiles. 
La chaleur ou l’alcool va détruire les formes végétatives de la bactérie mais les spores persisteront. 
Les spores pourront redonner des formes végétatives s’ils sont mis en culture.
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Clostridium botulinum

C’est l’agent du botulisme (neurointoxination).

Il produit dans les aliments qu’il contamine la toxine botulique responsable des signes cliniques observés. 
Les aliments contaminés sont souvent des conserves mal appertisées (préparées) ou dans les charcuteries avariées.
Parfois on n’a pas respecté, lors de sa préparation, les règles de salaison qui inhibe les Clostridium botulinum.
Il s’agit d’un gros bacille gram + souvent allongé
6. Physiopathologie de la toxine botulique :

Il existe huit variétés de C. botulinum (A, B, C, D, E, F, G et H). 
La toxine botulique est dépendante d’une conversion lysogénique (i.e. qu’elle n’est active que sous la forme lysogénisée). 
Remarque : 1 mg de toxine botulique contient 30 millions de doses létales 50 pour la souris, ce qui en fait un candidat sérieux à la guerre bactériologique.

Elle comporte deux sous-unités :
· La sous-unité B protège la sous-unité A de l’inactivation par l’acidité gastrique.

· La sous-unité A est la sous-unité toxique (spécifique des nerfs cholinergiques elle bloque la libération d’Ach au niveau des synapses périphériques ( paralysies flasques). 

7. Signes cliniques

Le botulisme est une intoxication d’origine alimentaire dont les premiers signes apparaissent 1 à 2 jours après l’ingestion de l’aliment contaminé. Les symptômes sont :
· Vision trouble et mydriase
· Sécheresse de la bouche, constipation et douleurs abdominales
· Faiblesse descendante bilatérale des muscles périphériques ( paralysie flasque ( paralysie respiratoire ( mort
· Conscience non altérée durant la maladie (le malade s’aperçoit qu’il va mourir) et absence de fièvre

8. Diagnostic

Isolement de la bactérie dans l’aliment et les selles et recherche de l’activité toxique dans les selles, l’aliment et le sang.

9. Traitement
Immunisation passive aussi tôt que possible avec un sérum antitoxique trivalent (A, B, E) et traitement de réanimation.
Remarque : le sérum antitoxique est dit trivalent car il agit sur les trois Clostridium botulinum les plus fréquents (le A, le B et le E).
10. Botulisme infantile

La toxine est produite in vivo. La bactérie peut coloniser le tube digestif d’enfants de moins de 6 mois car il n’y a pas de bactéries intestinales exerçant un effet de barrière. Le miel est souvent l’aliment infecté. 

Les signes sont : constipation, faible capacité à s’allaiter et fatigue générale.

C’est une cause possible de la mort subite du nouveau né.

L. Clostridium tetani

Cette bactérie est responsable d’une neuroparalysie : le tétanos. Il est rarement recherché en laboratoire de bactériologie.
Il est responsable d’un demi-million de décès par an (il s’agit le plus souvent de tétanos néonataux dans les pays en voie de développement).
11. Caractères microscopiques et culturaux


Microscopie : 






Culture :
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La spore bien terminale est très typique et très particulière.

La bactérie s’étale sur gélose et milieu liquide








Elle ne produit pas de gaz








Elle dégage une odeur très caractéristique de corde brûlée








Les colonies sont grisâtres








Il n’y a pas d’hémolyse.

12. Tétanos

a. Habitat : 
Clostridium tetani est retrouvé dans le sol. Il peut colonises le tractus digestif de nombreux animaux et de l’homme. 
Le tétanos survient après une contamination par de la terre d’une plaie souvent minime et négligée. 
Le tétanos est d’autant plus grave que la porte d’entrée est proche des centres nerveux et que la période d’incubation est courte.
b. Forme généralisée du tétanos

La forme généralisée du tétanos est la plus fréquente. La période d’incubation va de 4-5 jours à quelques semaines. 
On observe au début une sensation douloureuse au niveau de la plaie puis on voit apparaître un trismus et parfois un sourire sardonique (qui traduit une atteinte des muscles faciaux). Vient ensuite l’irritabilité. Le SN autonome va également être atteint avec une arythmie cardiaque. Par la suite les contractures vont se généraliser et le malade va se mettre en opistothonos avec des spasmes persistants du dos.

Durant cette phase le malade est fébrile mais conscient et la mort survient par paralysie des muscles respiratoires. 
Le tétanos est un syndrome hautement fatal avec un taux de mortalité qui varie entre 40% et 78%.

Dans le tétanos néonatal, le site primaire de l’infection est le cordon ombilical (car les africains réalisent un emplâtre avec de la terre pour que le sang coagule). Il progresse vers une forme généralisée et conduit à la mort dans 90% des cas.

c. La Tetanospasmine
C’est la toxine du bacille tétanique. Elle est thermolabile, possède deux sous-unités, et est produite pendant la phase stationnaire de croissance (au départ la bactérie est dans une phase de latence, puis elle entre dans une phase de croissance exponentielle et enfin dans une phase stationnaire). La toxine est libérée au moment de la lyse cellulaire, elle remonte le long des nerfs périphériques vers le SNC par un transport neuronal rétrograde. Libérée des dendrites postsynaptiques elle va se localiser dans les vésicules présynaptiques des nerfs terminaux.

Elle agit en bloquant la libération des neurotransmetteurs inhibiteurs (GABA) rendant l’activité synaptique excitatrice non régulée     (occasionnant contractures et spasmes).
d. Diagnostic

Il se fait à partir des symptômes cliniques, la culture à partir de plaies et l’inoculation à l’animal.
e. Traitement
· Chirurgical (enlever les tissus nécrosés au niveau de la plaie qui a entrainé la contamination)

· Immunisation active par anatoxine (toxine rendue inoffensive ( production d’Ac)

· Immunisation passive par antitoxine (Ac anti toxine tétanique) 

· Pénicilline

· Soins de réanimation, antibiothérapie, curarisants (empêche les contractions)
f. Prophylaxie ou prévention ++
Elle est très importante pour le tétanos. Elle se fait par immunisation active (vaccination) à DPT (Diphtérie-Polio-Tétanos), DT-anatoxine. La vaccination est réalisée par injection d’anatoxine tétanique : 3 injections à 15 jours d’intervalle. 
Les rappels se font après 1 an puis tous les 5 ans.

M. Clostridium perfringens

	Habitat
	C’est l’anaérobie le plus répandu dans la nature (il est présent dans le sol et dans le tractus digestif de l’homme et d’animaux)

	Pouvoir pathogène
	· Septicémies

· Gangrènes gazeuses

· Toxi-infections alimentaires collectives

· Entérite nécrosante de Hambourg

· Abcès et cellulites (= facilite nécrosante)


	Caractères microscopiques
	Bacille Gram + rectangulaire à extrémités carrées

Immobile, sporulé, parfois capsulé

	Culture
	Sur gélose au sang : on voit une double zone d’hémolyse caractéristique (une zone d’hémolyse β complète à bords nets, entourée d’une zone d’hémolyse α incomplète)

Aéro-tolérant (culture facile) 

	Facteurs de virulence
	Il existe plusieurs types de C. perfringens et chacun d’entre eux possède plusieurs toxines :
· Toxine α : lécithinase ou phospholipase C  +++
C’est la toxine la plus importante. Elle provoque entre autre une hémolyse qui va les glomérules rénaux du patient ( insuffisance rénale. L’hémolyse se traduit par un ictère et l’hypoxémie entraine une cyanose.
Donc la septicémie à perfringens est très évocatrice car le patient est à la fois cyanosé et ictérique.
· Toxine β : possède une activité nécrosante
· Toxine ε : augmente la perméabilité vasculaire de la paroi intestinale
· Entérotoxine (gastro entérites, intoxications alimentaires), Enzymes (collagénases, hyaluronidases, DNases, lipases, protéases)


13. Gangrène gazeuses à C. Perfringens

Cette infection est peut être exogène (par contamination d’une plaie par des spores) ou endogène (après rupture intestinale ou plus rarement après perforation de l’appendice). 
La période d’incubation est de 1 à 3 jours après lesquels on observe :

· Douleur et œdème autour de la plaie infectée +++

· Symptômes toxiques d’une infection systémique sévère

· Exsudat séreux ou brunâtre et décoloration de la peau autour de la plaie

· Gaz détecté au milieu des tissus entraînant une compression des vaisseaux sanguins et une ischémie
Traitement : 

· Débridement chirurgical (nettoyage des plaies anaérobies +++ les antibiotiques ne suffisent pas pour les BAS)

· Pénicilline à très forte doses

· Sérum antitoxique polyvalent

· Traitement de réanimation

Prévention : nettoyage des plaies pour éviter les abcès ou surinfections et ne jamais laisser de tissu nécrosant.
NB : d’autres Clostridium peuvent être responsables de gangrènes gazeuses : C novyi, septicum, hystolycium et sordelli (pas à savoir)
14. Intoxication alimentaire à C. perfringens
Pour les aliments contaminés, le réchauffage peut détruire la toxine. 
La période d’incubation est de 8 à 24 h. Il n’y a pas de fièvre mais une diarrhée hydrique et des douleurs abdominales. 
L’évolution est courte et limitée à 24h.

Diagnostic : la détection de l’entérotoxine repose sur l’analyse des selles.
N. Clostridium difficile
	Habitat
	Flore intestinale normale mais en petit nombre

	Pouvoir pathogène
	Il est responsable des diarrhées simples post-antibiotiques, ou de colites pseudomembraneuses post-antibiotiques.
Décrites au début avec la lincomycine mais en fait n’importe quel antibiotique peut être impliqué. Les épidémies peuvent parfois toucher tout un service (car les spores se baladent partout).

	Culture
	Sur milieu de George (CCFA : Cyclosérine-Cefoxitine-Fructose-Agar)
Le Clostridium difficile est résistant à la Cyclosérine-Cefoxitine alors que la plupart des bactéries sont éliminées par ces deux antibiotiques.
Elle sent le crottin de cheval.

	Traitement
	Arrêt du médicament déclenchant
+ Métronidazole (Flagyl ®) à raison de 1,5 g/j. 

Et seulement en cas d’échec sur la vancomycine per os.


Pathogénie : 

· Source endogène :

Les antibiotiques à larges spectres altèrent la flore intestinale, ce qui permet le développement en quantité importante de C. difficile et la sécrétion de toxines d’où :

· Diarrhées associées aux antibiotiques
· Colites pseudomembraneuses
· Source exogène :

Les patients hospitalisés sont plus sensibles à l’acquisition exogène de C. difficile d’où des infections nosocomiales (transmission manu portée des germes sporulés que le patient risque d’ingérer)
La prolifération dans le colon permet la production de toxines :

· Toxine A : entérotoxine entrainant nécrose hémorragique
· Toxine B ou cytotoxine : détruit les cellules du tube digestif
Actinomycètes
Les actinomycètes ne sont pas des anaérobies stricte, ce sont des germe aéro-anaérobie facultatif mais avec une préférence pour l’anaérobie.

Cette famille de bactérie comprend plusieurs espèces dont la plus importante et la plus pathogène est l’Actinomyces israelii.
L’Actinomyces israelii est responsable de l’actinomycose cervico-faciale. Ce syndrome s’observe chez les sujets ayant une mauvaise hygiène bucco-dentaire. (Il existe des formes pulmonaires et vertébrales d’actinomycoses à point de départ buccal)
Caractères microscopiques : bacilles gram + qui ressemblent à des filaments ramifiés.
Fusobacterium au Gram
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