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FIGURE 5. Associstions d'antibiotiques : cinétique de
bactéricidie en fonction du temps.
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Avant de reprendre le cours, la prof a fait quelques rappels sur les dernières diapos du cours précédent, concernant les β lactamines et les différentes molécules qui composent cette famille : 
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A) les molécules, leur structure, leur spectre d’activité : 

·  il est important de retenir les pénicillines suivantes : Penicilline G, Oxacilline (pour le staphylocoque)  et Amoxicilline .  Les inhibiteurs des β lactamases font partie du groupe des pénicillines. 

·  les céphalosporines sont regroupées en différentes générations : groupe 1, groupe 2, groupe 3 (céfotaxime, ceftriaxone, ceftazidime), et groupe 4 (céfépime). 

· dans les monobactams, retenir le nom d’Aztreonam. 

B) Cible des β-lactamines

· Les cibles des β lactamines sont des PLP (Protéines Liant les Pénicillines). Les PLP ont aussi comme fonction de participer à l’élaboration du peptidoglycane. Ce sont des enzymes, qu’on appelle des transpeptidases, des carboxypeptidases, et qui paticipent donc à la formation du peptidoglycane (paroi des bactéries). Les β lactamines vont se fixer sur ces enzymes par analogie structurale et empêcher la paroi de se former. Chaque β lactamine a une affinité maximale pour une PLP donnée (différentes PLP selon les bactéries). 

Puis reprise du cours : 

C) Mécanismes de résistance : 

1) La modification de cible : 

Le premier est la modification de cible : les PLP sont modifiées : la β lactamine ne va pas pouvoir reconnaître sa cible. On note deux situations extrêmement importantes : 

· Le Pneumocoque devient aujourd’hui de moins en moins sensible aux β lactamines : il va modifier une ou plusieurs PLP : moins bonne sensibilité de ce pneumocoque à la pénicilline G. Les CMI augmenteront selon le nombre de PLP touchées. 

· Cas du Staphyloccus Aureus : l’oxacilline est une molécule qui a été contruite pour S Aureus : aujourd’hui, certaines souches de S Aureus sont capable de synthétiser une nouvelle PLP, appelée la PLP 2A, qui n’est pas du tout sensible à l’action de l’oxacilline. 

· Ces souches font partie des Staphylococcus Aureus Methycilline Résistants = SARM. [la méthycilline et l’oxacilline sont à peu de choses près les mêmes molécules]. 

· Ces SARM font partie des bactéries multirésistantes : quand une souche est résistante, par ce mécanisme, à l’oxacilline, elle est résistante à l’ensemble des β-lactamines. 

· Cette nouvelle PLP est synthétisée sous la dépendance d’un gène mecA (on peut retrouver les souches résistantes à l’oxacilline en identifiant le gène par PCR). 

2) L’inactivation enzymatique : 

Deuxième mécanisme de résistance, extrêmement important pour les β-lactamines. 

Comment ça se passe …

· Les bactéries sont capables de synthétiser des enzymes, appelées β-lactamases. La molécule va pénétrer à l’intérieur de la bactérie par l’intermédiaire de la porine, va traverser le peptidoglycane, mais avant que la molécule d’antibiotique atteigne sa cible, les β-lactamases vont détruire le cycle β-lactam de la β-lactamine. Les molécules d’antibiotiques ainsi hydrolysées, elles ne pourront plus venir se fixer au niveau de la cible. 

· Il y a de très nombreuses β-lactamases, qui intéressent à peu près toutes les espèces bactériennes (Gram + et Gram-), et que l’on peut classer et nommer : Pénicillinase, Céphalosporinase, β-lactamase tout court ou encore BLSE (β-lactamase à spectre étendu). 

· Le terme de BLSE signifie que l’enzyme est produite par une souche qui fait partie des bactéries multi-résistantes : cette β-lactamase, qui au départ touche principalement l’amoxicilline, va toucher les céphalosporines de 3ème génération. On a découvert ça principalement chez les entérobactéries à partir de 1985. 

· Un(e) enzyme étant une protéine, on peut caractériser les β-lactamases par leur structure de protéine ….

· PM, composition en acides aminées, point isoélectrique, structure du site actif…

· …. et par leur propriété enzymatique : 

· on va regarder le spectre de l’enzyme vis-à-vis des différentes β-lactamines qu’elle peut hydrolyser… 

· … mais aussi caractériser l’enzyme par ses constantes : Vmax, Km… 

· … et enfin par sa résistance ou sa sensibilité aux inhibiteurs (acide clavulanique ou tazobactam : ont une structure de β-lactamine) [association d’une β-lactamine avec un inhibiteur de β-lactamase : la β-lactamase va plutôt hydrolyser l’inhibiteur et va laisser la molécule active]. 

· Exemple de β-lactamases 

· Quand on a introduit la pénicilline G dans les années 40, le S Aureus est devenu résistant à cet antibiotique en synthétisant une pénicillinase (spectre d’action : Pénicilline G et Ampicilline ou Amoxicilline). La pénicillinase est sensible aux inhibiteurs, donc l’association acide clavulanique + amoxicilline reste efficace. Aujourd’hui, 90% des souches de S Aureus possèdent cette β-lactamase (c’est pour cela qu’on a construit l’oxacilline, mais Aureus peut y devenir résistant) 

· Autre exemple : chez les bacilles Gram - : de très nombreuses et très variées  β-lactamases sont découvertes chez les bacilles Gram -, c'est-à-dire chez les entérobactéries (Coli, Pneumoniae, …). Leur classification repose sur le spectre d’activité : pénicillinase, céphalosporinases, β-lactamases à spectre étendu, imipénémases. 

                 petite remarque : L'imipénème reste une molécule très active sur les bactéries, mais il existe aujourd'hui de nouvelles β-lactamases, les inipénémases, qui vont toucher les carvapénènèmes, l'inipénème... 

-   Exemple d'une  β-lactamase : 

Donc ceci est une boîte de Petri contenant de la gélose, sur laquelle on a éparpillé des bactéries. Ensuite, on a déposé des disques de différentes  β-lactamines. Au centre on a déposé un disque qui contient de l'acide clavulanique, et autour on a déposé des disques de céphalosporines de 3ème génération. Normalement, cette souche doit être sensible aux céphalosporines de 3ème génération : il doit y avoir des diamètres beaucoup plus grands que ce qu'on a au niveau de ces disques là. 

On voit qu'il y a une synergie entre l'acide clavulanique et les disques de céphalosporines de 3ème génération : ceci ce manifeste par l'inhibition de la pousse. On appelle ça une image en « bouchon de champagne ». Ceci signe le fait que la souche a une BLSE sensible aux inhibiteurs. 
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Ce sont des antibiotiques qui agissent sur la paroi... 

A) Les molécules, leur structure, leur spectre d'activité : 

· Aujourd'hui, on retient deux molécules qui sont les principales utilisées : la vancomycine et la teicoplamine.

· La structure est extrêmement complexe, c'est une grosse molécule, un glycopeptide. [les antibiotiques sont parmi les molécules les plus volumineuses]. 
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· Le spectre d'activité est très étroit : actif uniquement sur les bactéries Gram + ...

· Ce sont des molécules :

* bactéricides 

* temps dépendantes : on les utilise en perfusion continue (vancomycine)ou on multiplie les doses. 

B) Cible des glycopeptides : la paroi 

> La formation de la paroi contient plusieurs étapes biochimiques nécessaires à l'élaboration du peptidoglycane : 
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Un petit rappel ne fait pas de mal : La transglycosylase et la transpeptidase sont les cibles des β-lactamines... 

Pour en revenir aux glycopeptides: 

· la cible de la vancomycine est la « D-Ala D-Ala », où elle va s'enchasser et empêcher la finition du peptidoglycane. Elle agit donc en fin de course de la formation du peptidoglycane pour inhiber la formation de la paroi.

C) Mécanismes de résistance : modification de cible. 
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· Certaines souches vont modifier la dernière partie du peptidoglycane : au lieu d'avoir du « D-Ala D-Ala », on va avoir du « D-Ala D-lactate ». Suite à cette substitution, la vancomycine ne va pas pouvoir reconnaître le « D-Ala D-lactate », et la bactérie va continuer la formation de son peptidoglycane.        

[ affinité plus faible = synthèse de la paroi possible]

· Les premiers mécanismes de résistance sont apparus assez tard après l'introduction des glycopeptides : en 1987, on a commencé à voir apparaître des entérocoques résistants aux glycopeptides. Plusieurs niveaux d'expression sont décrits, et le mécanisme génétique est bien connu pour ce mécanisme de résistance : on connaît les gènes, donc on peut les détecter par des techniques de biologie moléculaire (PCR).

· En France, ces souches d'entérocoques résistantes aux glycoprotéines sont peu répandues(< 5%), donc pas de problème majeur . Mais cela pose un réel problème aux USA, et notamment à cause d'une souche nommée Enterococcus Faecium, résistante aux glycopeptides, voire même également résistante aux β-lactamines... Donc, on n'a plus d'antibiotiques pour traiter ces souches ! 

· Quand on a découvert les souches d'enterocoques résistantes aux glycopeptides par ce mécanisme, on a craint que les souches de S Aureus méthycilline résistantes, dont le seul traitement repose alors sur la bronchomycine, acquièrent ce mécanisme de résistance des entérocoques. Mais de nos jours, on a décrit très peu de souches de S Aureus ayant acquis ce mécanisme de résistance. On pense que les souches de S Aureus « n'hébergent pas bien » ce mécanisme de résistance.

· Mais, en 1997, on a décrit des souches de S Aureus avec une sensibilité diminuée aux glycopeptides  (les CMI vont s'élever sur ces souches là). On les a appelées des GISA (Glycopeptides Intermédiaires Staphyloccus Aureus).

Souche sensible : CMI = 0,5mg/l

Souche GISA : CMI = de 2 à 4 mg/l 

[Le mécanisme n'est pas connu, et on pas les gènes pour détecter ce mécanisme de résistance ... On se sert donc des CMI. ]

Petit récapitulatif : les antibiotiques ont différentes cibles : la paroi (β-lactamines, glycopeptides, fosfomycine [ne sera pas détaillée]). 

Voyons maintenant les antibiotiques qui agissent au niveau de la synthèse des protéines, donc au niveau du ribosome… et on commence par les aminosides. 
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A) Les molécules, leur structure, leur spectre d’activité : 

- C’est une structure tricyclique à base de sucres aminés, avec des groupements NH2 et OH. Par exemple, structure de la Tobramycine : 
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- 4 molécules à retenir (les plus utilisées en thérapeutique) : Gentamycine, Netilmicine, Tobramycine, Amikacine. 

- Les aminosides sont des antibiotiques à large spectre : donc ils sont actifs sur les bacilles Gram + et sur les cocci Gram -.

( ! Exception +++ à retenir : Les streptocoques, les entérocoques et les anaérobies ne sont pas sensibles aux aminosides !! 

- Les aminosides sont des antibiotiques bactéricides, et concentration dépendants (administration en mono dose, dose unique journalière, afin d’avoir un pic élevé). 

B) Cible des aminosides : la sous-unité 30S du ribosome : 

- Ils se fixent de façon irréversible sur le ribosome et inhibent la traduction : ils provoquent des erreurs de lecture de l’ARNm. 

- Or cela se passe à l’intérieur du cytoplasme, donc les aminosides doivent traverser toutes les couches de la bactérie (membrane externe [si Gram-], paroi, mb cytoplasmique) : les streptocoques, les entérocoques, les anaérobies ne traversent pas cette mb cytoplasmique, d’où l’inefficacité des aminosides sur ces bactéries. 

- La traversée de la mb cytoplasmique se fait par un phénomène actif (nécessitant de l’énergie). Les bactéries « exceptions » sont incapables de synthétiser cette énergie… 

C) Mécanismes de résistance : 
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- Le mécanisme le plus fréquent est une inactivation enzymatique des aminosides : la bactérie est capable de venir modifier les groupements OH et NH2 en y transférant des radicaux : cela empêche la molécule d’aminoside d’être active. 

- On appelle ces enzymes des enzymes modificatrices, il y en a trois types : phosphotransférases, nucléotidyltransférases, acétyltransférases

- Cette résistance acquise est retrouvée chez de nombreuses espèces bactériennes : staphylocoques, bacilles Gram-. 

- Dans le cas des streptocoques et des entérocoques, seuls les aminosides ne sont pas actifs, mais si on les associe avec des β-lactamines, on va avoir une action synergique : la β-lactamine altère la membrane cytoplasmique et permet aux aminosides de la traverser. Par exemple on traite une endocardite à streptocoques par une association de gentamycine (aminoside)  et d’amoxicilline (β-lactamine). [Ceci n’exclue pas la possibilité de développement d’une résistance aux β-lactamines].


- Ils agissent également au niveau de la synthèse des protéines. 

- Leur spectre est étroit, mais intéressant car touche des bactéries qui sont à l’intérieur des cellules, telles que Legionella, Chlamydia et Campylobacter, ainsi que les mycoplasmes. 

- Molécules à retenir : Erythromycine et une petite nouvelle : la Télithromycine (active sur le pneumocoque et sur l’hémophilus influenzae). 

La prof est passée très vite sur cette famille, apparemment on va le revoir (quand ? mystère…). Donc la liste exhaustive des familles d’antibiotiques à retenir : absolument les β-lactamines, les glycopeptides, les aminosides et les quinolones. Ne vous acharnez pas sur les 5 lignes des macrolides … 


A) Les molécules, leur structure, leur spectre d’activité : 

Il y a plusieurs générations de quinolones : 

1ère G° :  Acide nalidixique : actif sur les entérobactéries, utilisée dans les infections urinaires… On a voulu améliorer ce spectre très étroit, d’où :

2ème G° :  Fluoroquinolones +++ . On a ajouté un atome de fluor (« flo ») à la molécule précédente, ce qui améliore largement le spectre. On en retient 3 : Norfloxacine, Ofloxacine, Ciprofloxacine. En plus des entérobactéries, des bacilles Gram-,  on va toucher les P.aeruginosa, les staphylocoques, mais aussi Legionella, Hemophilus, Chlamydia, Rickettsies Mycobactéries. De plus, sur les entérobactéries : meilleure efficacité (CMI plus basse), et amélioration des caractères pharmacocinétiques (meilleure durée de vie). 

Mais les fluoroquinolones de 2ème G° ne sont pas actifs sur le pneumocoque ! D’où : 

3ème G° :   Lévofloxacine, Moxifloxacine : ce sont des fluoroquinolones dont on a élargi le spectre vers les pneumocoques. 

Cls° : les quinolones : +++ pour les infections respiratoires, les pneumopathies… 

Ce sont des antibiotiques bactéricides. 

B) Cible des  quinolones : les topoisomérases : 

- La cible est ici l’ADN. 

- Petit rappel : l’ADN bactérien est sous la forme d’un chromosome unique « super enroulé », qui peut être enroulée ou déroulée par des enzymes appelées topoisomérases (ADN gyrase et topoisomérase de type IV) , qui interviennent donc dans la bonne conformation de l’ADN. 

- Les quinolones se fixent sur les topoisomérases et empêchent l’ADN de fonctionner normalement. 

C) Mécanismes de résistance : es mécanismes résultent de mutations chromosomiques (donc résistance stable et transmise à la descendance). 

                1) Modification de cible : 

La bactérie est capable de modifier les topoisomérases et de les rendre insensibles à l’action des quinolones.

                2) Mécanisme d’efflux : 

La molécule d’antibiotique va pénétrer à l’intérieur de la cellule bactérienne mais elle va en ressortir aussi vite (touche davantage les molécules hydrophiles [dans les quinolones, on a des molécules hydrophiles et d’autres hydrophobes …]).

                 3) +++ La résistance est croisée : 

Par exemple, une entérobactérie résistante à l’acide nalidixique : les CMI des quinolones augmentent : chaque fois qu’une molécule d’antibiotique est touchée, les CMI des autres molécules sont également touchées, vont également augmenter : c’est ce que l’on appelle la résistance croisée. 

La prof a conclut l’heure par la fin du cours « Méthodes d’évaluation de l’action des antibiotiques in vitro » (je suis sûre que ça manquait à tout le monde … si si.)

Donc on reprend au III) de ce cours … 

Petit rappel : lorsque l’infection est dite « documentée », on a mis en évidence la ou les bactéries responsables de l’infection et le laboratoire a effectué l’antibiogramme, qui est la détermination de la sensibilité de la bactérie responsable de l’infection à un panel d’antibiotiques : mise en route d’une antibiothérapie documentée. 

III) Infection non documentée : mise en route de l’antibiothérapie avant la connaissance des résultats de l’antibiogramme. 

Exemple : l’infection est sévère, on ne va pas attendre 48h avant de traiter le patient… (infection urinaire chez la jeune femme, etc…)

- L’antibiothérapie est dite probabiliste, elle se base sur : 

        > le site infectieux et les principales espèces bactériennes pouvant être mis en cause

        > les antécédents infectieux du patient et l’écologie du service si le patient est hospitalisé

- Le spectre des antibiotiques se trouve dans le Vidal : on va retrouver une liste d’espèces bactériennes à chaque molécule d’antibiotique : espèces habituellement sensibles, espèces modérément sensibles, espèces résistantes.  [ mise à jour régulière, évolution des résistances, AMM pour traiter tel ou tel type d’infection]

- Aujourd’hui, il y a de plus en plus de règles de consensus : allez donc faire un tour sur le site de la SPILF … (site des pathologies infectieuses de langue française ; détermine l’attitude thérapeutique à avoir devant tel ou tel type d’infection.)  

- Comment détermine-t-on un spectre d’antibiotiques ? On prend un très grand nombre de souches de différentes espèces bactériennes, on fait des histogrammes de CMI, on calcule des CMI 50, des CMI 90, et on connaît la résistance naturelle. On s’intéresse ici uniquement à l’activité bactériostatique des antibiotiques. 

a) espèces habituellement sensibles : plus de 90% des souches sont sensibles (CMI en dessous des concentrations critiques) 


b) espèce modérément sensible : plus de 90% des souches se situent dans la zone intermédiaire. 


c) espèce résistante : au moins 90% des souches sont résistantes (plus de 90% des souches ont une CMI supérieure à la concentration critique)


IV) Appréciation de l’activité bactéricide des antibiotiques seuls ou associés : 

Ici, on s’intéresse à l’activité bactéricide des antibiotiques : techniques extrêmement lourdes : dénombrement de bactéries sur un inoculum de départ et calcul du pourcentage de survivant après contact de la bactérie avec une solution d’antibiotique ou avec une association d’antibiotiques.

( on fait des courbes de bactéricidie (en fonction du temps) : 

Courbe à gauche : on part de 106 bactéries et on regarde ce qui se passe en fonction du temps. 

· T : courbe témoin : phase exponentielle de croissance puis phase stationnaire 

· A : ajout de l’antibiotique A : ceci diminue la phase de croissance bactérienne

· B : ajout de l’antibiotique B : on a moins de bactérie qu’au démarrage 

· A+B : on passe de 106 à < 102 au bout de 18 heures : donc l’association A+B est synergique… 

Courbe du milieu : antagonisme : A+B est moins bon que B … 

Courbe de droite : indifférence : A+B n’est guère meilleur que B… 

*** Ce sont des techniques qui ne peuvent pas être réalisées en routine car elles sont fastidieuses à mettre en route, les solutions d’antibiotiques ne se conservent pas, et la préparation des solutions d’antibiotique n’est pas toujours évidente… Donc réservé à des études, pas de réalisation ponctuelle pour un patient. 

          V) Dosage des antibiotiques : 

Pourquoi ?  adaptation des posologies : 

        * contrôle de la toxicité : aminosides, glycopeptides 

        * contrôle de l’efficacité : en comparant la concentration sérique chez le patient et la CMI : il faut que la concentration sérique soit plus élevé que la CMI de la souche que l’on a isolé chez le patient. Donc, si on est sous dosé, ben …. On augmente les doses. 

Comment fait on le dosage d’un antibiotique ? 

        On prélève du sérum sur un tube sec, selon la voie d’administration, on a la concentration sérique moyenne en : 

* 15 minutes si voie IV

* 1 h si voie IM                    (  au moment du pic sérique 

* 3h si per os 

         Mais on peut aussi faire des prélèvements « à la vallée », qui peuvent être intéressants dans le cadre du contrôle de la toxicité, juste avant de réinjecter l’antibiotique si on utilise la voie IV par exemple. 

Fin du cours sur les méthodes d’évaluation des antibiotiques… 

Si vous avez des questions : honeypooh@voila.fr 

LES DIFFERENTES FAMILLES D’ANTIBIOTIQUES


…Suite et fin  du cours…





β-lactamines 





Les aminosides 





Les macrolides





Les quinolones





Les Glycopeptides 
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Dans cette ronéo, j’ai repris TOUT ce que la prof a dit à l’oral + le contenu des diapos. Elle a fourni un support de cours rédigé, qui contient plus d’éléments que le cours fait en amphi (mais pas grand chose). Pour ceux qui suivent ce cours rédigé, j’ai gardé le même plan. 
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