BACTERIES ANAEROBIES STRICTES

I. INTRODUCTION

Les Bactéries anaérobies strictes sont des bactéries qui ne peuvent cultiver en présence d’oxygène libre.

· Leur tolérance à l’oxygène est sous la dépendance d’un enzyme : la superoxide dismutase (SOD).
Le schéma de son action chimique n’est pas à retenir (élimination de l’O2 qui est toxique).
Certains anaérobies possèdent beaucoup de SOD et sont capables de survivre à une exposition de 1 à 2 heures à l’air, sur la paillasse (Clostridium et Bacteroides du groupe fragilis).
D’autres en possèdent moins et ne survivent que quelques minutes à une exposition à l’air (Fusobacterium). Il faut alors travailler très très vite ou se mettre dans des conditions d’anaérobiose parfaite.
Enfin certains en sont totalement dépourvus et ne survivent pas à une exposition à l’air (même d’une seconde) ce sont les EOS (Extremely Oxygene Sensitive). Ce sont donc des bactéries très curieuses qu’on a observé dans le tube digestif de souris axénique (souris « germes free » nées par césarienne dans un milieux stérile donc a priori le tube digestif n’est pas contaminé par des bactéries). Quand on fait les examens au ME à balayage du tube digestif de ces souris on voit des bactéries implantées dans la muqueuse mais quand on essaye de les faire pousser on n’y arrive pas.
A. Les infections a bactéries anaérobies strictes sont favorisées par
Les traitements comportant des bêta-lactamines ou des aminosides (2 familles d’antibiotiques).
Les différentes causes d’immunosuppression ou un état général du malade déficient (cancer, hémopathie, diabète…).
L’absence d’une antibio-prophylaxie adaptée en chirurgie digestive ou gynécologique. Quand on fait une intervention sur le tube digestif on donne souvent une C2G (antibiotique de 2ème génération) pour éviter les péritonites post-opératoire.
B. Les anaérobies stricts et la flore normale
Tableau (diapo 5)
Il y en a partout pratiquement :

· Bouche (109/ml) ( flore anaérobie très variée et très riche (30 fois plus que d’aérobie)
· Colon (1011/ml ou g de selles) ( 1000 fois plus d’anaérobie ( toutes les familles 

· Vagin (107/ml de sécretion vaginale) ( rapport aéro/anaéro on connait pas ( Gram positif surtout et moins souvent Gram négatif
· Peau ( Propionibacterium acnes (au niveau des follicules pilo-sébacés) = germes anaérobie préférentiels (pas strictes). Quand on fait des hémocultures au patient si on désinfecte pas la peau parfaitement au moment où on prélève la peau du malade on se retrouve ac ses propionibacterium. Donc 1 hémoculture à propionibacterium ca n’a aucune valeur par contre si on en a 3 ou 4 positives à propionibacterium qui se suivent alors là on pourra dire que les germes sont responsables de la bactériémie du malade. Mais une seule hémoculture individualisée à propionibacterium c’est un contaminant dû à une mauvaise asepsie cutanée quand on a fait le prélèvement.
C. Infections dues aux bactéries anaérobies strictes
Schéma (diapo 6)
Ca peut toucher tous les organes :

Abcès du cerveau, infections pulmonaires, infections au niveau du péritoine, des os, et parfois plus rarement au niveau des voies génitales.
Fréquence des infections dues aux bactéries anaérobies strictes (diapo 7) :

Abcès du cerveau (89%), Abcès du foie (entre 50 et 100%), Appendicites-Péritonites (96%).
Vaginoses bactériennes (100%) dues à des types Bacilles Gram négatif (Mobiluncus).
Otite chronique (52%), Pneumonie d’aspiration (93%), Abcès du poumon (95%).
Ce n’est pas une pathologie négligeable, on en trouve pratiquement dans tous les types d’infections qu’on peut observer en clinique.
A RETENIR (LE + IMPORTANT DU COURS D’AUJOURD’HUI)
Un traitement antibiotique seul ne suffit pas à traiter une infection ou des anaérobies stricts sont présents.

· Il faudra presque toujours avoir recours au chirurgien qui devra  mettre à plat les lésions, éliminer les tissus nécrosés et drainer le foyer infectieux.
Car dans le tissu nécrosé on a des conditions anaérobioses qui se créent et ca favorise la persistance de l’infection anaérobie. Donc si on n’enlève pas tout le tissu nécrosé et qu’on donne un ATB, ca ne sert à rien ( il faut associer les 2. 

D. Méthodes d’études des anaérobies strictes
Qu’est ce qu’on fait en laboratoire quand on veut en isoler ?

Les techniques utilisées visent à soustraire ces bactéries du contact de l’air, et cela, dès le prélèvement. C’est pour ca qu’on va prélever de préférence les plus profonds avec une seringue, en chassant l’air de la seringue.
Le prélèvement est ensuite placé en flacon Portagerm (conditionné sous vide) pour pouvoir transporter le prélèvement à l’abri de l’air jusqu’au laboratoire.
E. Culture
Une fois arrivé au laboratoire on va isoler le prélèvement sur des milieux de culture particuliers (très riches).

Les ensemencements sont réalisés :
· sur des boîtes placées dans des jarres anaérobies ou encore mieux dans une enceinte anaérobie.
· soit dans des tubes maintenus sous courant d’azote (Pourquoi ? C’est une très vieille technique qu’on utilisait avant, comme l’azote est plus lourd que l’air il se met au fond du tube et on met le prélèvement au fond du tube à l’abri de l’oxygène).
Jarre à vide et sachet anaérobie (diapo 11)
Jarre à gauche, dans laquelle il y a un générateur d’hydrogène et on met le tout à 37.

Sachet à droite, dans lequel on a un petit générateur d’hydrogène et on met le tout à 37.

Enceinte anaérobie (diapo 12)
C’est le mieux, c’est comme une couveuse pour nouveau né.
Partie droite avec les gants où on manipule les cultures comme on veut.

A gauche, on a un sas qui permet de faire rentrer le matériel sans modifier l’atmosphère intérieure de l’enceinte anaérobie (= 80% N, 10% H, 10% CO2).
II. IDENTIFICATION DES ESPECES ANAEROBIES

Repose sur l’étude :

· de leur morphologie
· de leurs caractères culturaux (milieu sur lequel ils poussent)
· de caractères biochimiques étudiés en micro-galeries commercialisées (API-20 ANA ou ID 32 ANA) 

(ANA = anaérobie ; 20 et 32 = caractères biochimiques)
· des produits ultimes du catabolisme du glucose étudiés par chromatographie en phase gazeuse (selon les pics obtenus on a telle ou telle espèce)
· de leur DNA (techniques de séquençage).
A. Antibiotiques et anaérobies
Le traitement pourra utiliser, après détermination de la CMI (Concentration Minimale Inhibitrice) pour être sur d’être efficace :
· Le Métronidazole (très bon ATB quand il est anaérobie)
· La Clindamycine
· L’Imipénème (très bon produit, marche très bien)
· Le Chloramphénicol (toujours risque d’aplasie médullaire si on dépasse les 3g donc pas trop utilisé)
· La Pénicilline (pour les anaérobies sensibles)
B. Différents genres d’anaérobies stricts
Cocci à Gram positif
· Peptococcus
· Peptostreptococcus (+++)
Bacilles à Gram positif
· Clostridium
· Bifidobacterium
· Eubacterium
· Propionibacterium
Cocci à Gram négatif
· Veillonella (++ ô de la bouche)
Bacilles à Gram négatif
· Bacteroides (ô du tube digestif)
· Prevotella (ô de la flore buccale)
· Porphyromonas ô de la flore buccale)
· Fusobacterium (ubiquitaire)
· Mobiluncus (100% des vaginoses)
C. Bacilles a Gram négatif
Tableau (diapo 16)
Parodontopathie = maladie de la gencive qui fait que les dents se déchaussent.

Leptotrichia = rareté.
Ces bactéries peuvent faire partie de la flore normale du colon, du tractus respiratoire supérieur ou du vagin.
Ils peuvent être responsables d’infections mixtes partout dans le corps. 

Bacteroides (B. fragilis, B. distasonis….)
· Polysaccharide de capsule ( virulents
· Superoxide dismutase ( résistent pas mal à des expositions d’oxygène pas trop prolongées
· Hyaluronidase, fibrinolysine, DNase, héparinase = pleins d’enzymes capables de détruire tous les tissus dans lesquels ils se trouvent
Prevotella (P. melaninogenica, P. bivia)
· IgA protéase
· Collagénase, fibrinolysine = enzymes
Porphyromonas (P. asaccharolytica, P. gingivalis) 
· Ont une activité trypsine-like
· Collagénase ( moins bien équipées
Fusobacterium (F. nucleatum, F. varium) ( très peu d’équipement enzymatique mais relativement pathogènes.
Infections dues aux bactéries anaérobies strictes à Gram négatif
Schéma (diapo 18)
Au niveau de la bouche surtout (parodontopathie,…) et puis c’est surtout au niveau du tube digestif qu’on va les observer.

1. Bacteroides du groupe fragilis
Présents dans la flore digestive à des titres élevés (1010 bactéries/g de selles), leur pouvoir pathogène s’exerce surtout au voisinage de leur site écologique (= tube digestif).
On peut ainsi observer des infections situées sous le diaphragme à type de péritonites, d’abcès hépatiques.
Mais aussi des bactériémies, septicémies à porte d’entrée digestive, des infections du tractus uro-génital féminin et des surinfections de tumeurs ou de plaies (moins localisé).

Photo (diapo 20)

Immobiles à l’état frais (= bactérie entre lame et lamelle dans un petit peu de sérum γ), non sporulés.

Au Gram ils présentent une coloration irrégulière de la bactérie avec un aspect tacheté, granuleux.
Photo (diapo 21)

Parfois on peut observer des renflements centraux caractéristiques de Bacteroides fragilis, colorés sur Gram négatif (donc ce ne sont pas des spores car les spores ne se colorent pas).
Rien que ça sur un Gram d’hémoculture c’est important car ca permet de dire que c’est probablement une bactériémie anaérobie stricte à bacteroides fragilis donc le traitement de choix sera d’emblée le Métronidazole.
Photo (diapo 22)

Renflements centraux caractéristiques à un plus fort grossissement.
Gram et colonies (diapo 23)
En culture, ce sont des germes peu ou pas hémolytiques.
2. Prevotella – Porphyromonas – Fusobacterium 
Leur habitat est différent de celui des Bacteroides.
On les retrouve plus fréquemment au niveau de la flore buccale ou au niveau des voies aéro-digestives supérieures.
Ceci va expliquer leur pouvoir pathogène sus-diaphragmatique : pharyngites, otites, pneumopathies de déglutition, abcès du poumon, du cerveau, et très rarement, contrairement aux Bacteroides, des infections situées au-dessous du diaphragme.
Photo (diapo 25)

Certaines Prevotella et Porphyromonas peuvent donner sur gélose au sang des colonies pigmentées en noir ( c’est très caractéristique de ce groupe de bactéries. 
Quand on arrive au laboratoire, si on attend que ces bactéries deviennent noirâtres sur la gelose, on ne peut plus travailler dessus (pour identifier l’espèce précisement) car elles ne sont plus viables. Elles ne sont viables que quand elles sont encore colorées en marron (juste avant de devenir noires).  
Photo (diapo 26)

Pigmentation noire des colonies de P. melaninogenica.
a. Fusobacterium au Gram
Photo (diapo 27)
Immobiles, non sporulés.
Ils ont un aspect caractéristique au Gram, où ils apparaissent longs et effilés (aspect typique d’aiguilles).
Photo (diapo 28)

b. Angine ulcéro-nécrotique de Vincent  
Elle est caractérisée par une association Fuso-spirochétienne (association d’un Fusobacterium et d’une Borrelia qui est une bactérie spiralée).

C’est le seul cas en Bactériologie où l’examen direct suffit au diagnostic (on n’a pas besoin de faire de culture).
Ce diagnostic conduit à :

· prescrire un traitement antibiotique avec une céphalosporine de 2ème génération (C2G)
· et à rechercher (très important) une hémopathie sous-jacente souvent associée (bilan hématologique à faire).
Photo (diapo 30)
Tableau résumé des 4 grands groupes de bactéries (diapo 31) 
Caractéristiques de culture différentes. Hémine = noyau des porfirines.
R = résistant ; S = sensible ; V= variable (résistant ou sensible).

Métabolisme des hydrates de carbone ( pas intéressant (pas retenir).
Type métabolique ( c’est ce qu’on observe en chromatographie. A = acide acétique ; S = acide succinique ; B = germes qui fabriquent beaucoup d’acide butyrique en milieu glucosé.
3. Mobiluncus
Deux espèces M. curtisii et M. mulieris isolées de prélèvements vaginaux de femmes présentant des leucorrhées.

On les isole de 11% des vaginoses souvent associés à une flore anaérobie polymorphe abondante.

Très mobiles à l’état frais, à Gram négatif, ils ont un aspect incurvé en virgule (forme très particulière en croissant de lune).
Sensibles à la plupart des antibiotiques mais le traitement de choix c’est le métronidazole :
· M. curtisii est résistant au métronidazole (Flagyl®)

· M. mulieris est sensible au métronidazole (Flagyl®).
D. Cocci anaérobies strictes
Ils font partie de la flore normale de la bouche, du tractus intestinal, de la peau, du tractus uro-génital.


Gram négatifs :

Veillonella parvula, Acidaminococcus fermentans (à oublier, c’est une rareté)
Gram positifs :

Peptococcus et Peptostreptococcus (P. anaerobius).
1. Veillonella
Cocci à Gram négatif plus petits que les Neisseria, elles font partie de la flore buccale à des titres très élevés 1010 bactéries/ml de salive.
Elles sont isolées de suppurations diverses, de péritonites et parfois aussi isolées lors des « synergistic gangren » (les gangrènes sont habituellement dues au clostridium perfringens mais il y a aussi ce qu’on appel les « synergistic gangren » où on retrouve plusieurs variétés d’anaérobies strictes associées). 
L’infection est habituellement le résultat de la colonisation de tissus lésés par la flore microbienne normale.
Habituellement sensibles à la plupart des antibiotiques, elles sont naturellement résistantes aux aminosides et à la vancomycine. 
2. Peptococcus
Il existe une seule espèce de Peptococcus : Peptococcus niger qui donne des colonies noires sur les geloses.
Par contre il existe plusieurs espèces de Peptostreptococcus.
3. Peptostreptcoccus
Manifestations cliniques : une grande variété d’infections. 
Ces derniers sont fréquemment isolés :

· d’abcès profonds du foie, du cerveau et du poumon
· de gangrènes où ils sont associés à d’autres anaérobies dans les « synergistic gangren » ( pouvoir pathogène très puissant
· de fasciites, bactériémies, pneumonies, péritonites, plaies de morsures (associées à une bactérie qu’on voit souvent dans les morsures = pastorella (germes facultatifs qui n’ont rien a voir avec les anaérobies))
· de syndromes pelviens inflammatoires et de salpingites.
Gram (diapo 37)
Il est épouvantable ( on arrive rien à voir, on voit tout rose car tous les cocci gram positif ont tendance à perdre leur coloration facilement (si on décolore un tout petit peu trop et même si on décolore correctement), souvent on met du bleu et ils apparaissent rose. Avec un peu d’expérience on fini par ne pas les rater.
E. Bacilles au Gram positif non sporulés
1. Propionibacterium
Photo (diapo 39)
Aéro-tolérants, ce sont les contaminants les plus fréquents des milieux de culture anaérobie (au niveau du follicule pilo-sébacé ( contamination des flacons d’hémocultures par exemple).

Ils ont, au Gram, un aspect évoquant des caractères d’alphabet chinois (formes pas bien isolés, un peu ramifiées).
Ils sont naturellement résistants à la phosphomucine et au métronidazole.
2. Bifidobacterium
Bacilles à Gram positif (en bleu) branchés et ramifiés en Y. 

Ce sont les 1ères bactéries qui colonisent le tube digestif des nouveau-nés dont la première selle (le meconium) est toujours stérile. Petit à petit les bactéries vont coloniser de + en + le tube digestif pour se retrouver avec 1010.
Photo au ME à balayage (diapo 40)
3. Eubacterium
Bacilles, très longs, très fins, en courtes chaînes. Ils sont vus moins souvent (plus rares).
Ils peuvent être isolés de suppurations diverses par exemple d’abcès du poumon associés à d’autres anaérobies.
Ils ont très peu de SOD donc si on veut faire une culture il faut avoir de très bonnes conditions d’anaérobiose.
F. Clostridium = Bacilles au Gram positif sporulés
Plusieurs 100aine d’espèces différentes dont 4 principaux :
· Clostridium botulinum
· Clostridium tetani
· Clostridium perfringens
· Clostridium difficile
Caractères généraux des Clostridium
Les Clostridium sont de gros bacilles à Gram positif anaérobies stricts mais parfois aussi aéro-tolérants (ils ont beaucoup de SOD et résistent à des expositions de 1-2h à l’air libre).
On les retrouve aussi bien dans le sol que dans la flore intestinale normale de l’homme et des animaux.
Ils produisent une grande variété d’enzymes extracellulaires (ce qui explique les biodégradations et les infections invasives gravissimes observées chez l’homme).
Ils produisent des exotoxines. 
Ils forment des spores caractéristiques et la position de cette spore (centrale, terminale ou sub-terminale) est utile pour l’identification de l’espèce.
Cette spore représente une forme de résistance de la bactérie à des conditions hostiles de milieu. Si on traite par la chaleur ou par l’alcool une culture de bactérie sporulée, les formes végétatives (= formes qui ont une morphologie typique de bacille) de la bactérie seront détruites, seule la spore survivra et pourra donner, si on la met dans des conditions de culture favorables, de nouvelles formes végétatives identiques à celles de départ (car ils contiennent tout ce qu’il faut pour refaire une bactérie).

Spores de clostridium (diapo 45)
Spores terminales non colorables en ME.
1. Clostridium botulinum
Agent du botulisme (= neuro-intoxination). Il produit dans les aliments qu’il contamine une toxine responsable des signes cliniques observés.
L’aliment contaminant est le plus souvent une conserve de préparation familiale ou un aliment préparé industriellement et conditionné sous vide dans de mauvaises conditions d’hygiène.
Parfois on n’a pas respecté, lors de sa préparation, les règles de salaison (l’addition de NaCl à un aliment inhibe le développement des Clostridium botulinum). 
Gram (diapo 47)
Bacille au Gram positif, très long. Spores non visibles (elles doivent se trouver sur la partie non colorée au centre). 
Culture (diapo 48)
On voit mieux les spores. 
En bas a droite : aspect des cultures sur gelose.

a. Toxine botulique

Il existe huit variétés de C. botulinum : A, B, C, D, E, F, G, H.
Sous la dépendance d’une conversion lysogénique (càd qu’il faut qu’il y ait un bactériophage incorporé dans le génome de la bactérie pour que la toxine soit fabriquée).

1mg de toxique botulique contient 30 millions de Doses Léthales 50 pour la souris.
Elle comporte 2 sous-unités :
· Partie B de la toxine protège la sous-unité toxique de l’inactivation par l’acidité gastrique.
· Partie A est spécifique des nerfs cholinergiques. Elle bloque la libération d’acétycholine au niveau des synapses périphériques cholinergiques et elle est responsable de paralysies flasques.

b. Botulisme

Signes cliniques :
· Le botulisme est une intoxication d’origine alimentaire.
· 1 à 2 jours après ingestion de l’aliment contaminé.
· 1ers signes oculaires : vision trouble et mydriase (pupilles fixes dilatées).
· Sécheresse de la bouche, constipation et douleurs abdominales. 
· Faiblesse descendante bilatérale des muscles périphériques aboutissant à une paralysie flasque.
· La mort est due à une paralysie respiratoire (paralysie des muscles diaphragmatiques).
· Conscience normale durant la maladie (patient se voit mourir), pas de fièvre.

Diagnostic :
· Isolement de la bactérie des selles et de l’aliment.
· Recherche de l’activité toxique (de toxine botulique) dans les selles, l’aliment et le sang.
Traitement :
· Immunisation passive aussi tôt que possible avec un sérum antitoxique trivalent (A,B,E : 3 variétés les plus fréquentes dans les cas de botulisme humain).
· Traitement de réanimation (assistance cardio-respiratoire).
Botulisme infantile
La toxine est produite in vivo.
La bactérie peut coloniser le tube digestif d’enfants de moins de 6 mois parce qu’il y a absence de bactéries intestinales exerçant un effet de barrière (effet qu’exerce la flore normale d’un sujet contre les bactéries pathogènes qui sont susceptibles de s’implanter).
Source d’infection : souvent le miel.
Signes cliniques : Constipation, faible capacité à s’allaiter (perte d’appétit) et fatigue générale.
Cause possible de la mort subite du nouveau-né.
Botulisme des plaies
Les symptômes sont similaires à ceux des formes d’origine alimentaire.
Mot supplémentaire à propos du botulisme : 
Quand on suspecte un aliment d’avoir été infecté par le C. botulinum (par ex. boite de conserve bombée car fabrication de gaz par la bactérie) ( ne JAMAIS faire gouter au chien car il va l’avaler sans aucun problème (il n’a pas de récepteurs de la toxine) donc nous on va le manger et chopper le botulisme.
SI aliment suspect (boite bombée) ( jeter directement !!

2. Clostridium tetani
Responsable d’une neuroparalysie : le tétanos. 

Il est rarement recherché au laboratoire de bactériologie car c’est difficile de le sortir des plaies infectées.
Le tétanos est responsable d’environ 500.000 décès annuellement. Le plus souvent il s’agit de tétanos néonataux survenant dans les pays en voie de développement (car pour stopper l’hémorragie du cordon ombilical on met de la terre dessus contaminée avec C. tetani ( contact direct avec la circulation du bébé).

Morphologie (diapo 54)
Il a des spores terminales.
Culture (diapo 55)
Il est très sensible à l’oxygène. Il ne produit pas de gaz (germe agazogène).
Tétanos
C. tetani est retrouvé dans le sol il peut coloniser le tractus digestif de nombreux animaux et de l’homme (0 à 25%). 
Survenant après une contamination par de la terre d’une plaie souvent minime et négligée (simple piqûre d’écharde parfois). Ca peut être aussi une plaie d’accident de la route (si on tombe dans un champ avec la voiture).
Le tétanos est d’autant plus grave que la porte d’entrée est proche des centres nerveux.
La forme généralisée du Tétanos est la plus fréquente.
La période d’incubation varie de 4 à 5 jours à quelques semaines (selon la proximité des centres nerveux).
Au début simple sensation douloureuse au niveau de la plaie, puis
· On voit apparaître un trismus (contracture permanente et invincible des masséters ( le malade ne peut ni souffler, ni siffler, ni parler). 
· Parfois un sourire sardonique (risus sardonicus) par atteinte des muscles faciaux assez caractéristique.
· Irritabilité.
· Implication du système nerveux autonome avec une arythmie cardiaque.

· Conscience normale.
Puis ce qui fait la gravité du tétanos ce sont les contractures généralisées où le malade est en opistothonos avec des spasmes persistants du dos. 

Ces contractures surviennent avec un stimulus même le plus petit possible (porte qui claque par ex.) et sont particulièrement douloureuses.
(diapo 59) : représentation du tétanos il y a qq années ( malade sur la nuque en arc de cercle.
Le malade fébrile reste conscient. La mort survient par paralysie des muscles respiratoires.
Le tétanos est un syndrome humain hautement fatal.
Les taux de mortalité rapportés varient de 40% à 78% (maladie gravissime).
Tétanos néonatal
Le site primaire de l’infection est le cordon ombilical.

Puis progression vers une forme généralisée. Mortalité de 90%.
Tetanospasmine (sous unité A et B) = toxine produite par C. tetani
Thermolabile, codée par un plasmide.
Produite pendant la phase stationnaire de croissance.
Libérée dans le milieu extérieur quand la cellule est lysée ( apparition des signes cliniques.
Internalisée et se déplace des nerfs périphériques terminaux vers le SNC par un transport neuronal rétrograde.
Libérée des dendrites post synaptiques.
Localisée dans des vésicules pré synaptiques dans les nerfs terminaux.
Agit en bloquant la libération des neurotransmetteurs inhibiteurs (GABA).
Rend l’activité synaptique excitatrice non régulée, donc le moindre stimulus déclenche la contracture.
Diagnostic au laboratoire :
· Sur les symptômes cliniques +++.
· La culture à partir de plaies et l’inoculation à l’animal d’un bout de tissu contaminé ne marchent pas très bien.
Traitement :
· Chirurgical (nettoyage des plaies pour ne pas laisser le tissu nécrosé et les germes se multiplier).
· Immunisation active avec l’anatoxine tétanique (anatoxine = toxine ayant perdu son pouvoir toxique mais qui a conservé son pouvoir antigénique).
· Immunisation passive avec de l’antitoxine (obtenues en récupérant le sérum d’animaux à qui on a fait des injections répétées d’anatoxine) ou des immunoglobulines humaines antitétaniques (prélevées chez patients faisant un tétanos).
· Pénicilline (ou un autre ATB efficace sur les Clostridium (Flagile ++) si patient allergique).
· Soins de réanimation, antibiothérapie et curarisants (pour éviter les contractures car c’est très douloureux et elles se déclenchent au moindre stimulus).
Prophylaxie ou prévention :
· Immunisation active DPT, DT-anatoxine.
· La vaccination est réalisée par injection d’anatoxine tétanique : 3 injections à 15 jours d’intervalle.
· 1 rappel après 1 an puis un rappel tous les 5 ans (surtout si on fait des activités avec de la terre).
Attitude à avoir devant patient avec plaie donc on ne connaît pas le statut vaccinal ( vaccin anti tétanique d’emblée.
3. Clostridium perfringens

C’est l’anaérobie le plus répandu dans la nature. Il se rencontre au niveau du sol, dans le tractus digestif de l’homme et des animaux.
Il est responsable de bactériémies/septicémies (autrefois post-abortum avec les avortements illégaux dans les arrière-cuisines avec du matériel pas propre et non stérilisé), de gangrènes gazeuses, de l’entérite nécrosante de Hambourg (syndrome gravissime), d’infections diverses type abcès ou fasciites (= nécrose cutanée et musculaire considérable).
Il est aussi responsable de toxi-infections alimentaires collectives.
Gram (diapo 65)
Immobile et sporulé parfois capsulé.

Au Gram il apparaît sous forme de Bacilles à Gram positif, petits bâtonnets rectangulaires à extrémités carrées.

Les formes rouges sont des formes qui ne sont pas viables donc perte de capacité à fixer le violet ( apparaît faussement Gram négatif.
Morphologie (diapo 66)
A droite, on voit une spore (forme arrondie) au bout de la bactérie.
Culture  (diapo 67)
Les colonies de C. perfringens sont entourées sur gélose au sang d’une double zone d’hémolyse. 

Une zone d’hémolyse β complète à bords nets, entourée d’une zone d’hémolyse α incomplète.

(diapo 68) : double zone d’hémolyse.
Facteurs de virulence
Il en existe plusieurs types A,B,C,D,E.
Toxines (particulièrement importante) :
Toxine α: lécithinase ou phospholipase C.
· Lèse les membranes cellulaires
· Lyse des GR, GB, PLQT et cellules endothéliales
· Augmente la perméabilité vasculaire entraîne une hémolyse massive avec saignement et destruction tissulaire
· Possède une activité hépatotoxique et entraîne un dysfonctionnement cardiaque
Toxine β: possède une activité nécrosante.
Toxine ε: augmente la perméabilité vasculaire de la paroi intestinale.
Iota-toxine: possède la même activité nécrosante ô de la paroi intestinale.
Entérotoxine.
Enzymes (tout ce qu’il faut pour démolir les tissus dans les fasciites) :
Collagénases, Hyaluronidases, DNases, Lipases, Protéases. 
a. Gangrènes gazeuses à C. perfringens

Pathogénie :
Infection exogène d’une plaie pénétrante contaminée par des spores de C. perfringens.
Infection endogène du péritoine après une perforation appendiculaire, rupture intestinale ou une intervention chirurgicale sans antibio-prophylaxique. 
Avortement septique (devient rare avec légalisation avortement).
Période d’incubation de 1 à 3 jours.
· Douleur et œdème autour de la plaie infectée.
· Symptômes toxiques d’une infection systémique sévère.
· Autour de la plaie: exsudat séreux ou brunâtre et une décoloration de la peau.
· Du gaz est détecté au milieu des tissus entraînant un décollement de la peau (quand on appui dessus on a un crépitement caractéristique), une compression des vaisseaux sanguins et une ischémie.
Diagnostic au laboratoire (diapo 71)
Spray en culture avec des colonies noires sur ??
Traitement :
· Débridement chirurgical des gangrènes.
· Pénicilline à très fortes doses.

· Sérum antitoxique polyvalent.

· Traitement de réanimation.

Prévention :
Le traitement des plaies selon les règles de l’art pour prévenir des conditions anaérobies est essentiel (éviter la prolifération dans ces plaies).
Septicémie a perfringins : malade en même temps cyanosé (violet), ictérique (jaune) et anurique

Il fait un ictère par hémolyse à cause du perfringins qui est très puissant. Il est cyanosé parce qu’il n’est plus suffisamment oxygéné. Et comme il y a une libération massive d’hémoglobine ds le sang, le malade est aussi anurique.
Autres Clostridium responsables de gangrènes gazeuses

Clostridium novyi A : 40%
· Mobile avec des flagelles péritriches.
· Entraîne des toxémies.
· Il élabore des toxines a,b,d,e à activité nécrosante et hémolytique.
· Phospholipases et lipases.
Clostridium septicum : 20% ( retrouvés dans des syndromes septiques
· Mobile avec des flagelles péritriches.
· Possède une toxine a à activité nécrosante et hémolytique. 
· Isolé d’hémocultures et du colon. 
Clostridium hystolyticum : 10 à 20% ( détruit les tissus
Clostridium sordellii. 
Pas obliger de retenir par cœur, juste retenir le nom des bactéries.

(diapo 74) : envahissement de la gelose en nappe, ca pars dans tous les sens.
(diapo 75) : photos de gangrène gazeuse.
(diapo 76) : extrémité d’un pied.
Gangrène périnéale (diapo 77)
Entérite nécrosante (diapo 78)
Le tube digestif est complètement altéré par la bactérie.
b. Intoxications alimentaires à C. perfringens
Ca se voit souvent en collectivité.

Produits alimentaires, le réchauffage peut détruire la toxine.
Période d’incubation de 8 à 24 heures.
Diarrhée hydrique et douleurs abdominales.
Evolution courte limitée à 24 heures. Ce n’est pas très grave, on guérit de ce genre d’infection.
Diagnostic : la détection de l’entérotoxine à partir des selles. 
4. Clostridium difficile
Le plus important et fréquent (10aine/semaine).

C’est l’agent de diarrhées simples post-antibiotiques ou de colites pseudomembraneuses post-antibiotiques (beaucoup plus grave).
Décrites au début avec la lincomycine et en fait n’importe quel antibiotique peut être impliqué dans le déclenchement de ce genre de diarrhées.
Parfois on observe de véritables épidémies touchant un service (fermeture du service parfois).
Sa recherche s’effectue sur milieu de George (CCFA = Cycloserine Cefoxitin Fructose Agar). 
Le traitement repose sur le métronidazole ou Flagyl® 1,5 g/j. Et seulement en cas d’échec passer sur la vancomycine PER OS (en injectable ca sers à rien). Car sinon on développe une résistance à la vanco et plus grave, C. difficile peut transférer sa résistance au staphylocoque doré.
Il fait partie, mais en petit nombre, de la flore intestinale normale.
Pathogénie :
· Source endogène :
Les antibiotiques à large spectre altèrent la flore intestinale.
Permettant le développement en quantité importante de C. difficile d’où :
· Des diarrhées associées aux antibiotiques.
· Des colites pseudomembraneuses.
· Source exogène :
Les patients hospitalisés sont plus sensibles à l’acquisition exogène de C. difficile d’où des infections nosocomiales.
La prolifération dans le colon permet la production de toxines :
· La toxine A = entérotoxine principalement entraînant une nécrose hémorragique du tube digestif
· La toxine B ou cytotoxine qui elle va détruire les cellules du revêtement intestinal.

Traitement : arrêt de l’antibiotique déclenchant et puis le Métronidazole ou la Vancomycine per os en cas d’échec.
Gram et Colite pseudomembraneuse (diapo 83 et 84)
Endoscopie à droite : plaques de nécrose typique ô des muqueuses intestinales.
Colonies (diapo 85 et 86)
Très curieuses, aspect de colonies épaisses sur la gelose.

Et on a une odeur caractéristique car cette bactérie fabrique une quantité énorme d’acide izobutyrique ( ca empeste le crotin de cheval.
Diagnostic des infections dues à C. difficile
Tests de biologie simple (détection de toxines) : ELISA.
5. Clostridium spiroforme
(diapo 88 et 89)

Germe responsable de diarrhées chez le lapin et dans certains cas parfois chez l’homme (mais pas très bien démontré).
Ca ressemble à un ressort, c’est très particulier.
III. Actinomycètes
Ce sont des germes qui ne sont pas des vrais anaérobies, ce sont des germes aéro-anaérobies préférentiels.
Plusieurs espèces, dont Actinomyces israelii qui est responsable de l’actinomycose cervico-faciale.
Ce syndrome s’observe chez les sujets ayant une mauvaise hygiène bucco-dentaire.
C’est au début une tuméfaction maxillaire qui fistulise secondairement ô de la peau avec écoulement de grains blanc-jaunâtres caractéristiques. Si on écrase ces grains entre lame et lamelle on observe sur Gram de culture des formes ramifiées, branchées qui ressemble un petit peu au Propionibacterium (aspect en caractère d’alphabet chinois).
Il existe des formes pulmonaires et vertébrales d’actinomycose. Là des traitements chirurgicaux seront absolument indispensables pour guérir le malade en même temps que les antibiothérapies.
Gram (diapo 91)
On voit ces espèces de formes ramifiées.
Si on regarde à l’état frais les grains blanc-jaunâtres qui s’écoulent par la fistule et qui constitue le pus de l’actinomycose on verra exactement ca. 
En quoi consiste les TP ?
On aura une souche à identifier avec des rappels sur la technique (Gram, état frais), puis on fera l’antibiogramme de la bactérie et on rendra notre résultat.
!!!!!!!!
Contrôle continu prévu pour le 12 mars, l’après-midi avant les TP (groupe B seulement) mais la date reste à confirmer.
Il portera sur tout le programme et on aura uniquement des QCM (.
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