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Résume

Résume
Les streptocoques comportent des espéces commensales mais parfois sont également

responsables de diverses infections oto-rhino-laryngologiques, notamment chez 1’enfant.
Certaines espéces sont associées a des tableaux cliniques particuliers, tels que le Streptococcus
pyogenes et I’angine, ainsi que le Streptococcus pneumoniae et la pneumopathie. L’objectif
principale de ce travail est d’étudier le portage nasal des streptocoques chez les enfants, a coté
de I’évaluation du profil de résistance des deux especes les plus incriminées dans les infections

des voies respiratoires supérieures, le Streptococcus pyogenes et Streptococcus pneumoniae.

Dans ce cadre, nous avons réalisé une étude prospective durant une période de 4 mois
(d’avril 2022 jusqu'a juillet 2022) réalisée au niveau de service pédiatrie a 1’hdpital BEN
BOULAID -blida. Les cas étudiés inclus au total 60 prélévements nasaux ; 30 échantillons
provenant des enfants de consultation au service de pédiatrie pour des symptomes d’infections
respiratoires (angine ou une pneumopathie), et 30 enfants asymptomatiques recrutés dans une

école primaire.

Les résultats ont montré une fréquence importante d’angine chez la catégorie
pédiatrique d’age [2 -5] ans un taux de , 46 .6% du total des enfants symptomatiques. A 1’opposé
Ja fréquence des cas de pneumonies est plus faible et invariante dan le groupe des
symptomatiques . En effet, 57% des enfants symptomatiques agés de 2 a 13 ans portaient des
especes du genre streptococcus avec 12.5% taux de portage pour le Streptococcus pyogenes et
12.5 % pour le portage des Streptococcus pneumoniae. Toutefois, le taux du portage respectif
des deux souches chez les enfants asymptomatiques a été de 53%, tous en révélant la présence
des autres especes commensales du genre Streptococcus. L’étude ne montre aucune résistance
contre les antibiotiques , toutes les souches étudiées présentent une sensibilité vis-a-vis les

antibiotiques testés .

Cette étude nous a permis de caractériser le portage des streptocoques au niveau nasal
chez les enfants symptomatiques et asymptomatiques, d’une part, et de I’associer, de I’autre
part aux souches de Streptococcus, tous en écartant I’origine virale de 1’infection. Il serait donc
intéressant de poursuivre 1’étude sur un échantillon plus grand et de choisir la période hivernale

ou les infections virales favorisent la surinfection bactérienne.

Mots clés: Enfants, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, portage nasal,

infection respiratoire, angine, pneumonie.
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Abstract:

Streptococci include commensal species but sometimes are also responsible for various
otolaryngologic infections, especially in children. some species are associated with particular
clinical pictures, such as Streptococcus pyogenes and angina, as well as Streptococcus
pneumoniae and pneumonia. The main objective of this work is to study the nasal carriage of
streptococci in children, alongside the evaluation of the resistance profile of the two species
most incriminated in infections of the upper respiratory tract, Streptococcus pyogenes and
Streptococcus pneumoniae.

In this context, we carried out a prospective study during a period of 4 months (from April
2022 until July 2022) carried out at the level of the paediatric service at hospital BEN
BOULAID -Blida—. The cases studied included a total of 60 nasal swabs; 30 samples from
children admitted to the paediatric ward for symptoms of respiratory infections (angina or
pneumonia), and 30 asymptomatic children recruited from a primary school.

The results showed a high frequency of angina in the paediatric age category [2 -5] years a
rate of .46.6% of the total of symptomatic children. In constract , the frequency of cases of
pneumonia is low and invariant . Indeed, 57% of symptomatic children aged 2 to 13 years
carried species of the genus Streptococcus with 12.5% carriage rate for Streptococcus
pyogenes and 12.5% for carriage Streptococcus pneumoniae. However, the respective carriage
rate of the two strains in asymptomatic children was 53%, all revealing the presence of other
commensal species of the genus Streptococcus. The study shows no resistance against
antibiotics, all the strains studied show sensitivity to the antibiotics tested.

This study allowed us to characterize the carriage of streptococci at the nasal level in
symptomatic and asymptomatic children, on the one hand, and to associate it, on the other
hand, with strains of Streptococcus, all by ruling out the viral origin of the infection. It would
therefore be interesting to continue the study on a larger sample and to choose the winter
period when viral infections favour bacterial superinfection.

Keywords: Children, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, nasal carriage,
respiratory infection, angina, pneumonia.
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Introduction

Introduction

L’appareil respiratoire peut faire I’objet des maladies, parfois une simple allergie peut
s’aggraver a un asthme chronique, bronchite ou méme un cancer (El Hilah et al.,2015).Les
problémes de santé liées au systéeme respiratoire sont trés importants de point de vue socio-
économique (Taytard et al., 2001).En 2008, les déces causés par des infections, des tumeurs
et des maladies dans le monde entier. Les maladies respiratoires représentent 15% du total du
déceés (world Health Organization ,2008)

Les voies respiratoires aériennes supérieures et inferieures sont étroitement liées d’un
point de vue anatomique, histologique et immunologique. En raison de sa position a ’entrée
des voies respiratoires, le nez participe au maintien de I’homéostasie des voies respiratoires
inférieures par différents moyens alertant I’individus de la qualité et composition de I’aire
inspiré, ainsi que dans des conditions pathologiques, une forte relation existait entre la

microflore des voies respiratoires supérieures et inferieures (Hox et al., 2019).

Les infections des voies aériennes peuvent étre de plusieurs origines, beaucoup de
maladies sont fréquentes en médecine, telles que les rhinopharyngites, la grippe, et les
bronchites. Ces pathologies respiratoires sont trés fréquentes chez 1’enfant, et dont 1’origine
virale est majoritaire. Néanmoins, 1’origine bactérienne de ces infections est potentiellement
décrite chez les enfants, essentiellement le cas de certaines angines & Streptococcus pyogenes
et des pneumonies aigues causées par Streptococcus pneumoniae. En effet, le genre du
Streptococcus comportent des espéces commensales habituelles au niveau nasal /
nasopharyngé de 1’enfant dont la colonisation débute dés les premiers mois de vie
(Gaschignard et al., 2019) Ce portage pourait etre la source d’une dissémination de
Streptococcus pneumoniae entre différents hotes et les premiéres étapes conduisant a une
invasion pathologique (weizer et al., 2018). D’un autre c6té, les Streptococcus pyogenes sont

responsables surtout des infections, localisées comme les angines (Warren et al., 2018).

L’objectif principale de ce travail est d’étudier le portage nasal des streptocoques chez
les enfants, a c6té de 1’évaluation du profil de résistance des deux especes les plus incriminées
dans les infections des voies respiratoires supérieures, le Streptococcus pyogenes et
Streptococcus pneumoniae. La prévalence du portage nasal a été étudiée chez deux groupes
différents d’enfants dont la tranche d’Age est de [2-13] ans ; la premiére comporte ceux de
consultation médicale au niveau de service pédiatrie , présentant des signes d’angines ou de

pneumonies, et par conséquent le portage des Streptocoques dans ce cas pourrait étre 1’origine
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de ces pathologies. Alors que, le deuxiéme groupe est constitué des enfants sains
asymptomatiques de I’école (la plupart sont de 1’Age scolaire [5 —9 ] ans qui sert, d’une part,
a identifier les souches commensales et de I’autre part de comparer la composition du

microbiote nasal, en cas pathologique (symptomatique) et physiologique (asymptomatique).

Aprés identification des Streptocoques chez les deux groupes, le profil de résistance
aux antibiotiques conventionnels a été déterminé pour les especes Streptococcus pyogenes et
Streptococcus pneumoniae, les deux espéces les plus incriminées dans les infections des voies

respiratoires.
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I. Synthése bibliographique
I.1. Voies aériennes supérieures et microflores

Les voies respiratoires c’est I’ensemble qui présente une porte d’entrée de ’air pour
aboutir aux poumons. L’arbre respiratoire est classiquement divisé en voies respiratoires
supérieures et voies respiratoires inferieures. Leurs principaux roles sont la ventilation
pulmonaire, le conditionnement de I’air inspiré et, la défense face aux agression extérieurs
(Christian, 1993).

Les voies respiratoires supérieures ont un réle dans I’humidification et réchauffement
du gaz inspiré, il s’agit des voies qui transportent I’air des narines a 1’entrée des poumons
(Bousquet et al ., 1999). Elles comprennent : Les fausses nasales, la bouche, le pharynx et le
larynx (Figurel).

Sinus frontal

Sinus sphénoidal

Cornet nasal supérieur
Cornet nasal moyen

Orifice de la trompe d'Eustache Cornet nasal inférieur
Rhinopharynx Cavité nasale

Oropharynx

Palais dur

Hypopharynx Palais mou

Cavité orale

Trachée

Eucplage Epiglotte

Larynx

Cordes vocales

Figure 1. Anatomie des voies aériennes supérieures (Blausen , 2014)

1.1.1. Microflore commensale

Le microbiote est un assemblage de microbes (archées, bactéries, champignons,
parasites et virus/phages), constituant une communauté microbienne et occupant un habitat
specifique (Michael et al ., 2015). Chez I’homme, la flore microbienne est associée a différents
tissus et muqueuses parmi lesquels : le tractus urinaire, le tractus gastro-intestinal , la cavité
orale , la gorge , le nez ,le pharynx , les yeux , I’appareil génitale et la peau (Corthier et Doré
., 2010).
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En effet, le microbiote des voies respiratoires supérieures varie selon la localisation sur
ces dernieres. Chez les patients sains, la niche nasopharyngée est colonisée par un microbiote
distinct de celui de I’oropharynx (Figure 2). Les phyla prédominants dans le nez sont les
Firmicutes et les Actinobacteria incluant les familles Staphylococcaceae, Propionibacteriaceae

et Corynebacteriaceae (Tableau ).

Au sein de I’oropharynx, les phyla prédominants sont les Firmicutes, Proteobacteria et
Bacteroidetes (Tableau I). Ainsi, le nez et I’oropharynx présentent des microbiotes distincts,
le premier ayant des similarités avec le microbiote cutané, le second rappelant d’avantage le
microbiote digestif. Cependant, la région échantillonnée dans le nasopharynx peut influencer la
composition du microbiote. Des communautés associées a I’oropharynx ont ainsi été identifiées
dans des échantillons obtenus a partir d’une zone postérieure de la cavité nasale (Bihan et al

., 2012).

Microbiotes

. . Dysmicrobismes
« physiologiques »

Fosses
nasales

Otite aigué ?, chronique?

V
D +++ ‘.

\
)

VAS A +++

. : "
Cavité Pharyngite chronique 7

orale

&
v Pneumopathies ?
E:** 3 - hDAtioviscidose “’
VAl A
BPCQO
% D+ %
‘ A ++ .
1 |
VAS: voies aériennes supérieures Légende La taille des cercles illustre I'estimation
VAI: voies aériennes inférieures de I'abondance du microbiote
D: diversité Fusobacretm iacrero:detes La taille des quartiers des cercles
A: abondance Actinobacrer' '/rmicmes illustre l'estimation de la proportion
+4+4, 44, +: estimation semi-quantitative relative des phyla
Proteobactena

Figure 2. Représentation schématique de I’abondance et de la diversité estimée des
microbiotes des voies aériennes supérieures et inferieures en situations physiologiques et
pathologiques (Michon et Marchandin, 2015)
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Tableau I. Phyla, Famille, genre ou espéce bactériennes les plus fréequemment décrits dans
les voies aériennes supérieures et inferieures.

Voies aériennes supérieures

Voies aériennes inférieures

Fosses nasales Cavité orale
Bacteroidetes Minoritaire Bacteroidetes Bacteroidetes
Prevotellaceae Prevotellaceae
Prevotella Prevotella
Capnocytophaga Porphyromonas
Fimicutes Firmicutes Firmicutes Firmicutes
Staphylococcaceae Streptococcaceae Streptococcaceae
S. aureus Streptococcus Streptococeus
Lachnospiraceae Veillonellaceae Veillonellaceae
Veillonella Veillonella
Acidaminococcaceae
Lachnospiraceae
Proteobacteria  Minoritaire | Proteobacteria Proteobacteria |
Neisseriaceae Neisseria
Neisseria Pseudomonas
Pasteurellaceae Haemophilus
Campylobacteraceae Enterobacteriaceae
Xanthomonadaceae
Actinobacteria  Actinobacteria Rothia T
e . Minoritaire
Propionibacteriaceae Corynebacterium
Corynebacteriaceae |
Fusobacteria Minoritaire Fusobacteria Minoritaire
Minoritaire Fusobacterium
Les phyla sont indiques en gras et les familles sont soulignées.

(Michon et Marchandin , 2015)

Le microbiote des voies respiratoires supérieures contient de nombreux genres ou

especes dont certains sont des pathogénes opportunistes majeurs : Staphylococcus aureus (dont

la niche préférentielle est représentée par les fosses nasales), Streptococcus dont le

Streptococcus pneumoniae, Haemophilus, Neisseria (éventuellement Neisseria meningitidis

dont le portage est transitoire), Moraxella catarrhalis, ainsi que des corynébactéries,

lactobacilles et également de nombreuses bactéries anaérobies.
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On peut classer les différentes espéces de la flore rhinopharyngée en trois groupes
(Barry et Dacré , 1995) :

e Premier groupe : des especes constamment retrouvees mais qui sont exceptionnellement
responsables des pathologies communautaires Streptocoques (alpha hémolytiques) ou (non
hémolytiques), Corynebacterium sp, Staphylococcus epidermis, staphylococcus aureus,

Haemophilus para- influenza, streptococcus viridans.

Le role exact de ce microbiote reste méconnu, cependant plusieurs hypotheses sont
proposées. Ces especes peuvent s’opposer a la colonisation du rhinopharynx par des bactéries
plus pathogenes et donc diminuer la fréquence des infections. Ces derniers pour s’implanter
dans le rhinopharynx, doivent entrer en compétition avec les bactéries résidantes, notamment
pour I"utilisation des nutriments. De plus, certaines de ces bactéries résidentes peuvent produire

des bactériocines susceptibles d’inhiber la croissance d’autres bactéries.

e Deuxiéme groupe : bactéries rarement retrouvées en portage, mais parfois responsable
d’infection communautaires Streptococcus pyogenes, et autres streptocoques (beta

hémolytiques), Haemophilus influenza, Neisseria meningitidis.

e Troisieme groupe : les espéces fréqguemment isolées en portage et impliquées dans les
principales infections bactériennes communautaires de I’enfant : streptococcus pneumoniae,

Haemophilus influenza.

1.2. Généralités sur Streptocoques

C’est au 19 -eme siecle avec le développement de la microbiologie par louis pasteur et
BOBERT KOCH que les streptocoques ont été isolés et étudiés de maniére approfondie. En
1879 pasteur identifia le microbe en « chapelet de grains ou en chainettes » le streptocoque a

qui fut attribuées les fiévres puerpérales

La famille des Streptococcaceae regroupe un ensemble de cocci a gram positif, se
présentant sous forme de cellules ovoides ou sphériques de moins de 2 um de diametre. Ils sont
dépourvus de catalase et de cytochrome oxydase. Ils produisent de 1’acide lactique par

fermentation du glucose et sont anaérobies-aérotolérants. (Denis et al., 2011)

Grace aux données de taxonomie moléculaire, cette famille a été remaniée et comprend
maintenant 160 especes de streptocoque et germes apparentés qui sont regroupeés en plus de 20
genres différents, (streptococcus, Enterococcus, abiotrophia , aerococcus , leuconostoc |,



Chapitre | Synthése bibliographigue

lactococcus , gemella , vagococcus , helococcus , etc..) L’absence de catalase et 1’aspect
caractéristique en paire diplocoques ou en chainettes lié aux divisions successives des cellules
selon un méme plan permettent de distinguer des streptococcaceae micrococcaceae. Un
ensemble de caractéres morphologique, culturaux antigénique, biochimique et la sensibilité a
I’antibiotique telle que vancomycine permettent de distingues assez facilement les

streptocoques et les entérocoques des genres apparentés. (Denis et al., 2011).

La plupart des streptocoques sont des commensaux habituels des cavités naturelles ou
des téguments. Cette flore commensale peut devenir pathogéne dans certaines circonstances
particuliéres et étre responsable d’un grand nombre d’infection séveres. Parallelement, les
progrés de biologie moléculaire ont permis des les années 1960 de comparer les bactéries, non
par leur phénotype morphologique et biochimique, mais par leur ressemblance génotypique en
particulier I’ARN ribosomal (ARN 16s) (Jacque ,2004 )( Fecklam , 2002).

I.2. 1. Caractéristiques

Les principales caractéristiques des streptocoques, ainsi les conditions de culture sont résumées

dans le tableau Il.

1.2. 2. Classification

La classification des streptocoques repose sur des critéres bactériologiques, en dehors
des données récentes de taxonomie moléculaire, cette classification est basée sur trois caractéres

phénotypiques : (Jacque, 2004) la capacité d’hémolyse les globules rouges,
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Tableau I1. Principales caractéristiques des streptocoques

Morphologie

Cocci ovalaires ou sphériques de 0.6a 1um en moyenne, isolés en
diplocoques, chainettes ou des paires non sporulés

Coloration de
Gram

Gram+

Capsule Chez streptocoque pneumoniae
Mobilité Immobiles en général
Type Anaérobies facultatifs

respiratoire

Catalase et Ils sont dépourvus de catalase et cytochrome

cytochrome

Condition de *température optimale : 35a37¢°®

culture _ .
*PH optimale : 7,2a7,4

Caracteres *test hémolyse sur gélose Columbia au sang

spécifique et . L )

distinctifs test bacitracine : sensible pour les streptocoques du groupe A
*teste hippurate : +pour les streptocoques du groupe B
*test a ’optochine : sensible pour streptococcus pneumoniae
*test de lyse de la bile pour streptococcus pneumoniae

Milieux de Milieu enrichis le plus souvent : gélose Columbia au sang, gélose soja

culture au sang, gélose chocolat

Milieux Gélose Columbia au sang

d’isolement

sélectifs

Identification
biochimique

API 20 strep

(Denisetal ., 2011)

les antigénes polyosidiques au niveau de la paroi bactérienne et les réactions biochimiques

spécifiques
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e Hémolyse

L’hémolyse autour des colonies de streptocoques sur gélose a 5% de sang (de mouton
ou cheval) permet une orientation du diagnostic. L’aspect et la dimension de cette hémolyse
dépendent de 1’hémolysine élaborée par la souche. On distingue trois types
d’hémolyse (Tableau I11I)

Tableau I11. Types d’hémolyse chez les streptocoques

Type d’hémolyse Observation
Hémolyse alpha Hémolyse incompléte avec verdissement du
milieu
Hémolyse beta Hémolyse totale avec blanchiment du milieu

autour de la colonie

Hémolyse gamma Absence d’hémolyse

(Fecklam , 2002)

e Classification de Lancefield

La plupart des espéces de streptocoques, notamment les betas hémolytiques, possédent
au niveau de leur paroi. 20 groupes sérologiques sont identifiés par des lettres (de A a H) et de
(K a W) antigénes a base polysaccharidiques, D et N (antigénes a base d’acides techniques)

Certains streptocoques ne possédent ni polyoside ni acide téichoique spécifique, ce sont
des souche non hémolytiques ou alpha hémolytiques qui ne peuvent pas étre classé par lance
Field, elles sont identifi¢es par I’étude de leur caractéres culturaux et métaboliques, ou de leur
antigéne de capsule. (Avril , 1992)

La classification de Streptococcus pyogenes selon le (Bergey’s manuel, 2019) est la
suivante :

Regne : Bactreria
Division : Firmicutes
Classe : Cocci

Ordre : Lactobacillales
Famille : Streptococcaceae
Genre : Streptococcus

Espéce : Streptococcus Pyogenes

10
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La classification de Streptococcus pneumoniae selon le (Bergey’s manuel 2019) est la

suivante :

Reégne : Bactreria
Division : Firmicutes
Classe : Cocci

Ordre : Lactobacillales
Famille : Streptococcaceae
Genre : Streptococcus

Espéce : Streptococcus Pneumonie

I. 3. Infections streptococciques de voies aériennes

Les infections des voies aériennes peuvent étre de plusieurs d’origines, les maladies les plus
fréquentes en médecine de ville telles que les rhinopharyngites, la grippe et les bronchites.
D’autres pathologies impliquent des bactéries comme le cas de certaines angines ou le
streptocoque est le premier pathogéne microbien en cause streptococcus pyogenes

Les pneumonies aigues causée par streptococcus pneumoniae (maladies ORL)

L. 3. 1. Infections streptococciques non invasives a Streptococcus pyogenes
e Angine

L’angine est une infection des amygdales platines, voire de I’ensemble de pharynx. Elle
constitue un syndrome associant gene douloureuse a la déglutition et fievre a des
modifications de I’aspect de I’orophynx. (Wollner, 2014)

Plusieurs aspects cliniques sont possibles : érythémateux, érythematopultacé, vésiculeux,
pseudomembraneux.

¢ Physiopathologie
Trois mécanismes dont lesquelles cette bactérie peut caser la maladie :

- Inflammation pyogénique : Induite localement aux sites biologiques dans les tissus
- Produisant des toxines : cela peut provoquer des symptdmes systémiques généralisés
- Immunologiques : formation des complexes immuns endommager les tissus normaux

e Facteurs de virulence liés au Streptococcus pyogenes

La protéine M

les protéines M déterminent le type de groupe hémolytique A. c’est le facteur de virulence le
plus important de Streptococcus pyogenes.

11
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Il inactive le C3b, un composant du complément qui opsonine les bactéries avant la
phagocytose. Il existe ‘environ 100 sérotype basé sur la protéine M, ce qui explique pourquoi
de multiples infections a Streptococcus pyogenes se produisent. (Wollner, 2014)

Les glucides

ils déterminent le groupe des B-hémolytiques. Ils sont situes dans la paroi cellulaire et leur
specificité est déterminée par un sucre aminé (Warren et al., 2018)

Les SGA produisent quatre enzymes importantes liées a la pathogenicité : (Warren et al.,
2018)

L’hyaluronidase

enzyme qui dégrade 1’acide hyaluronique
Streptokinase : fibrinolysine

L’ADNase

degrade I’ADN dans les exsudats ou tissus nécrotiques
L’enzyme qui dégrade les IgG

une protéase qui clive les chaines lourdes des IgG, cela empéche 1’opsonisation et
I’expansion du complément.

De plus les SGA produisent cing toxines et hémolysine : (Warren et al., 2018)
La toxine érythrogénique

provoque 1’éruption de la scarlatine. Elle n’est produite que par certaines souches de
streptococcus pyogenes lysogenisée par un bactériophage portant le gene de la toxine.

Streptolysine O

est une hémolyse inactivée par oxydation. Elle provoque une $-hémolyse lors de
developpement des colonies sur gélose au sang

Streptolysine S

hémolysine qui n’est pas inactivée par oxydation. Elle provoque la Bhémolyse lorsque les
colonies se developpent & la surface d’une gélose a sang

Exotoxines

les SGA produisent de nombreux exotoxines , qui provoquent la destruction des cellues et
tissu conhonctif et interferent avec la coagulaton

12
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L’exotoxine pyrogéne A

supra-antigene qui “provoque la libération de grandes quantités de cytokines par lymphocyte

T auxiliaires et macrophages

L’exotoxine B

est une protéase qui détruit rapidement les tissus et est Produit en grande quantité par les
souches de Streptococcus pyogenes
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Figure 3. principaux enzymes secrétees par les SGA et les plus importantes toxines
impliquées dans la pathogénicité et montrant les trois mécanismes majeurs 1’adhésion , la
diffusion tissulaires , et I’échappement au systéme immunitaire (Gaschignard , 2019)

L. 3. 2. Infection invasive a Streptococcus pneumoniae

e Pneumonie

Une infection aigue du parenchyme pulmonaire. Elle est causée par une grande variété de
micro-organisme, notamment des bactéries, des virus et des champignons . (Charles et al

,2019)

¢ Physiopathologie

Le pneumocoque est un micro-organisme non toxinogéne, invasif, a multiplication

extracellulaire. Dans tous les processus infectieux, il va agir en deux étapes : 1’adhésion et

I’invasion. Les différentes adhésions sont situées dans la paroi. Le mécanisme principal

d’échappement a la phagocytose est la production d’une capsule. Enfin, la lyse bactérienne

13
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libéré ou active des composants bactériens comme la pneumolysine, qui vont entrainer une
réaction inflammatoire parfois intense, qui participe aux lésions tissulaires et a la gravité des

pathologies. (Brisou et al ., 2004)

e Facteurs de virulence liés au Streptococcus pneumoniae

Les facteurs majeurs de la virulence de Streptococcus pneumoniae sont la capsule bactérienne

et la pneumolysine
Capsule

seules les souches capsulées possédent un pouvoir pathogéne expérimental. Ce complexe
polysaccharidique forme un gel hydrophile a la surface de la bactérie. La capsule permet a la
bactérie d’échapper au systeme immunitaire de 1’hote en résistant a la phagocytose en 1’absence
d’anticorps spécifiques, en diminuant 1’opsonisation et I’activation de la voie alterne du
complément. Le degré de virulence dépend de la quantité de capsule produite et de sa

composition. (Brisou et al ., 2004)
Pneumolysine

elle appartient a la famille des thiols activable. Intracytoplasmique, elle ne devient active
qu’apres libération dans le milieu extérieur par I’action d’une Autolysine. Elle posséde une
activité cytotoxique directe vis-a-vis des cellules respiratoires et endothéliales. Sa capa(cité de
liaison au fragment Fc des immunoglobulines et de fixation au fragment C1q du complément

est responsable d’un effet pro-inflammatoire. (Brisou et al ., 2004)
D’autres facteurs impliqués dans la pathogénicité :

Autolysine (LytA) : Elle est impliquée dans la libération de la pneumolysine, les autres
enzymes Lyt B, Lyt C, Lyt E seraient impliquées dans la colonisation et conféreraient a
I’individu une immunité efficace, par opposition aux AC spécifiques des protéines de

surface (Mark , 2001)
Pili

La présence de pili confére une série de propriétés a la bactérie : adhésion a cellules
épithéliales orales, agglutination des globules rouges humaines et sécrétion de Cytokines pro-
inflammatoires
( pneumococcal surface protein ) PspA et PspC

14
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les elements de surface du pneumocoque . ils inhibent la voie alterne du complement ,
contribuent a 1’activité antiphagocytaire . (brisou et al ., 2004)

Neuraminidase

Aide a l'adheésion et a la colonisation des cellules épithéliales systeme respiratoire, formation
de biofilm et diffusion bactérienne dans les tissus. (Paton et Ferrante ., 1993)

Hyaluronidase

facilite la migration des pneumocoques du site de colonisation vers le systéme vasculaire et
participe au processus d'invasion de I'h6te et induit notamment la méningite ( Paton et
Ferrante ., 1993)

L’immunoglobuline A1

Les proteases IgA semblent étre particulierement Impliqué dans le portage oropharyngé et la
colonisation des muqueuses (p. ex. rhumatisme articulaire aigu)(Lancet , 2009)

CbpA (Choline-binding protein )

Elle agit dans les derniers stades de la pathogeneése, entre colonisation et invasion. Elle
active la production de cytokines et favorise la a travers les muqueuses

Polysaccharides capsulaires
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Figure 4. Représentation schématique des principaux facteurs de virulence du pneumocoque
(Brisou P et al .,2004)
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I1. Matériel et methodes
Cette étude prospective rapporte I’évaluation de la fréquence du portage nasal des

Streptocoques, chez les enfants qui présentent des symptomes d’angine ou/et de pneumonie
(groupe symptomatique), comparativement aux enfants en bonne santé (asymptomatique). Les
souches isolées sont identifiées et leur profil de résistance vis-a-vis de plusieurs familles

d’antibiotiques est également évalués.

11.1. Matériel
11.1.1. Matériel biologique

e Prélévements nasaux

L’¢étude a été réalisé¢ au niveau du laboratoire central de 1’hdpital Fabor blida, unité
bactériologie, durant une période de 4 mois (avril 2022 a juillet 2022). Nous avons realisé un
total de 60 prélevements nasaux, divisé en deux catégories :

- 30 prélevements nasaux, réalisés au niveau de service de pédiatrie du 1’h6pital Ben boulaid,
effectués sur une population exclusivement pédiatrique de 2ans a 13 ans, au cours des visites
de consultation. Les enfants ont été soigneusement examines par le médecin pédiatre du
1I’hopital qui déclare le cas de malade que ce soit une angine ou pneumonie. Tout signe clinique
autre que ces deux infections constituer un motif d’exclusion. Ces prélévements forment le
groupe nommé dans 1’étude « groupe symptomatiques »

- 30 prélevements nasaux provenant des enfants en bonne santé générale et respiratoire, recrutés
au niveau d’une €cole primaire privée et apres autorisation de la part de I’administration et les
parents.

e Souches de reférences

Les souches ATCC de référence suivantes, ont été utilisées pour le contréle des antibiotiques :
e Streptococcus pneumoniae ATCC 49619

e Escherichia coli ATCC25922

11.1.2. Matériel non biologique

Les différents milieux de culture et réactifs de bonne qualité, les divers appareils,
équipement, verreries et les galeries d’identification utilisées durant ce travail sont résumé dans

la partie (Annexe II)
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11.2. Méthodes

La démarche d’isolement et d’identification des streptocoques est mentionnée dans la figure 5

IL. 2. 1. Ecouvillonnage

Tous les préléevements nasaux ont été effectués apres la demande de la permission des
parents et des administrations responsables. Le prélevement nasal est réalisé grace a un
écouvillonnage du nez en utilisant un écouvillon stérile. Les prélévements ont été rapidement
transportés vers le laboratoire et dans un bouillon nutritif BHIB a température de 4°C. Le recueil
et le transport ont été soumis a des régles strictes d’asepsie afin d’éviter toute sorte de
contamination. Chaque prélévement est accompagné d’une fiche de renseignement clinique

specifique de chaque enfant (Annexe I).

11.2.2. Isolement

La mise en culture de chaque prélevement a été réalisée au niveau du laboratoire de
bactériologie. Un volume de 0.5 ml de bouillon d’enrichissement (BHIB) est additionné
rapidement aux prélévements, et apres une bonne agitation, le préléevement est ensemencé, selon

la technique de quatre quadrants, sur milieu Columbia, GN et GSF.

Le contenu de 1’écouvillon est déchargé en une strie dans un quart de la boite qui
constituera le premier quadrant, et a I’aide d’une pipette pasteur les autres quadrants de la boite
sont ensemencés. La boite est ensuite incubée a 37°C et 5% CO2 pendant 18 a 24 h, afin d’isoler

les streptocoques.

La culture est I’examen de référence pour le diagnostic. Elle permet d’affirmer le diagnostic,

identifier ’agent étiologique et étudier la sensibilité aux antibiotiques.
Elle est effectuée sur les milieux gélosés suivants :

Gélose au sang frais : un milieu d’enrichissement (gélose nutritive ou gélose

Columbia) contenant 5-10% de sang.

- Gélose au sang cuit : un milieu d’enrichissement contenant une gélose au sang
chauffée a 70-80°C jusqu’a I’apparition d’une coloration brun chocolat
- Gélose nutritive : D’identification des différents types d’agents infectieux (bactéries,

levures...)
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Figure 5. schéma récapitulatif de 1’identification des espéces du genre streptococcus.
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11.2.2. Examen macroscopique

La morphologie des colonies et leurs dimensions sont étudiées a partir des cultures obtenues
sur les milieux suivants :

Gélose au sang frais
Gélose au sang cuit

11.2.3. Examen microscopique

L’examen microscopique apparait comme la premiere étape de 1’étude d’une bactérie,

son interprétation est de premiére importance(Figure 6) . L’examen microscopique comprend :

- Les examens a 1’état frais c'est-a-dire les examens entre lame et lamelle des bactéries vivantes.
- Les examens apres coloration, les colorations, effectuéees le plus souvent sur des frottis séchés
et fixés.

e Examen a I’état frais

L’examen a 1’état frais permet 1’observation des bactéries vivantes en l’absence de toute

fixation ou coloration. Cette méthode permet d’observer :

- La morphologie des bactéries
- Leur mode de regroupement

- Leur mobilité
L’examen des bactéries peut étre pratiqué :

- Soit a partir de culture en milieux liquides ou solides

- Soit a partir des milieux naturels : produits pathologiques par exemple
L’examen comporte les étapes suivantes :

- Effectuer au préalable une suspension en eau physiologique dans un tube

- Prélever une goutte a 1’aide d’une pipette a pasteur, puis la déposer au milieu d’une lame
- Poser ensuite delicatement la lamelle

- Observer sous microscope a 1’objectif 40

e Examen apreés coloration de gram

C'est une coloration qui permet de mettre en évidence les propriétés de la paroi

bactérienne, et d'utiliser ces propriétés pour les distinguer et les classifier. C’est la méthode la
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plus utilisée en bactériologie médicale, son avantage est de donner 1’information rapide et
médicalement importante.

L’examen consiste a préparer une lame avec une suspension bactérienne et la fixer par
la chaleur. Ensuite passer a la coloration de gram qui passe par quatre étapes :
- Coloration : recouvrir le frottis fixé d’une solution de violet de gentiane. Laisser agir | minute
- Fixation : rejeter le colorant en I’entrainant avec une solution de Lugol, laisser agir 30
seconds puis laver a I’eau courante
- Décoloration : avec I’alcool pendant 10 secondes sur la lame inclinée. Laver abondamment
al’eau
- Contre — coloration : recouvrir de fushine et laisser agie 30 sec a 1 min. Laver, sécher et

examiner a ’objectif 100 en rajoutant I’huile a immersion.

Figure 6. Préparation des lames pour 1’état frai et 1’état coloré (photo originale)

11.2.4. Identification bactérienne

Identification des streptocoques reposes sur deux critéres importants :

- Le type d’hémolyse des colonies sur gélose chocolat ou GSF
L’étude biochimiques des bactéries qui comprend I’étude des enzymes respiratoires

(catalase, oxydase) et les réactions cataboliques (galerie 20 strep)
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11.2.4.1. Etude de métabolisme respiratoire
e Recherche de I’oxydase

Les derniers stades de la respiration cellulaire oxydative font intervenir des
cytochromes dont seul le dernier maillon, le cytochrome oxydase réagit directement avec
I’oxygéne. Les germes anaérobies comme le cas des streptocoques ne possédent pas une

cytochrome oxydase.

La technique consiste a prendre un disque de papier buvard déja imprégné du réactif indicateur
(la N . dimethyl — para phenylene diamine ), I’imbiber d’un peu d’eau physiologiques a 1’aide
d’une pipette pasteur fermée puis prendre un peu de culture a partir d’une colonie en milieu

solide la déposer sur le disque :

L’apparition immédiate d’une coloration rose violacée : oxydase +
- Absence de coloration : oxydase —

e Recherche de catalase

Le test de catalase est trés util pour différencier entre les bactéries aérobies et
anaérobies obligatoires, car ces derniers sont généralement dépourvus de I’enzyme qui est la

catalase.

La catalase est une enzyme qui catalyse la dégradation du peroxyde d’hydrogéné H20>

qui est un produit toxique du métabolisme aérobie de nombreuses bacteries selon la réaction :
H02 ———» % O, +H,0

La technique consiste déposer sur une lame une goutte H20> suivi de I’ajout d’une
petite quantité de culture a prélevée sur gélose nutritive. Si la bactérie posséde une catalase, on

aura un dégagement d’O2 sous forme des bulles donc réaction positive.

Il est important de noter que la rechercher de la catalase ne se fait pas a partir d’une
culture sur gélose au sang. Les globules rouges ayant leur propre catalase, risque de réaction

faux- positives.
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11.2.4.2. Etude des réactions cataboliques

Cette partie consiste a identifier les especes de Streptocoques en utilisant le systéeme
d’identification Galerie Api 20 Strep®.

e Conservation des souches

Vue que I’indisponibilité des galeries Api 20 pour streptocoques a été limitée et non
synchronisée avec les étapes d’isolement, le passage par une période de conservation des

souches a été obligatoire jusqu’au la disponibilité des galeries.

L’objectif de la conservation d’une souche est de maintenir les souches a conserver
viables, disponibles et identiques. Selon le cas, les durées de conservation souhaitées varient de
quelques jours a plusieurs années et le choix d’une technique de conservation sera fortement

influencé par ce paramétre de la durée

Dans cette étude, la conservation est réalisée en utilisant un milieu de conservation
commercialisé pour la conservation des acinetobacter, des staphylocoques et des streptocoques.
Le milieu en petits tube se conserve entre 15 et 25°C, jusqu’a la date d’expiration indiquée sur
I’emballage. D’abord, quelques colonies bien isolées sur gélose au sang avec une anse de
platine, sont déposées par une ou plusieurs piqures centrales dans le tube. Ce dernier est incubé
au maximum, 24h entre 20 a 37 °C selon I’espéce a conserver. Il est important de noter qu’il

faut éviter les variations de température pendant le stockage (Figure 7).

Figure 7. Photo représentant les milieux de conservation pour les culture positives des
streptocoques.(originale)
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e Revivification des souches

Afin d’utiliser les souches conservées pour I’identification sur les galeries, il est
indispensable de les lancer sur les milieux convenables pour avoir des cultures fraiches, tout en
évitant des contaminations lors de ce processus. Dans chaque tube de conservation des gouttes
de bouillon BHIB sont ajoutées, puis incubés au moins pendant 1 heure ou jusqu’au avoir un
trouble. Enfin, a I’aide d’une pipette a pasteur, des gouttes sont ensemencées sur géloses aux

sangs par la méthode de cadrant, et les incube a 37°C pendant 24h.
e Lancement des galeries

La galerie Api 20 Strep est un systeme standardisé associant 20 tests biochimiques qui
présentent un grand pouvoir discriminant (Figure8). Il permet de faire un diagnostic de groupe
ou d’espece pour la plupart des streptocoque et entérocoques. Les étapes sont les suivantes, en

respectant les instructions de fournisseur :

» Préparation de I’'inoculum
- Utiliser un tube contenant 2 ml d’eau distillée
- A I’aide d’un écouvillon prélever toute la culture préalablement préparée
- Réaliser une suspension trés dense a une opacité supeérieure a 4 McFarland
> Inoculation de la galerie
- Dans la premiere moitié de la galerie (tests VP a ADH) répartir la suspension précédente en
évitant la formation de bulles (pour cela, incliner la boite d'incubation vers I'avant et placer la
pointe de la pipette sur le c6té de la cupule)
- Pour les tests VP a LAP : environ 100 pl dans chaque cupule.
- Pour le test ADH : remplir uniquement le tube.
- Dans la deuxieme moitié de la galerie (tests RIB a GLYQ) : ouvrir une ampoule d’API
Medium et y transférer le reste de la suspension, soit 0,5 ml au minimum. Bien homogénéiser.
- Repartir cette nouvelle suspension dans les tubes uniquement.

-Remplir les cupules des tests soulignés ADH a GLYG avec de I'huile de la paraffine

- Refermer la boite d'incubation et Incuber a 36°C + 2°C en aérobiose pendant 4H00 - 4H30
pour une premiere lecture et 24 heures (£ 2 heures) si nécessaire pour une deuxiéme lecture.
> Lecture et interpreétation
Apres incubation, ajoutez les réactifs
- Test VP : une goutte vpl et vp2
- Test HIP : 2 gouttes de NIN
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- Test PYRA, ALPHA GAL, BETA GUR, BETA GAL, PAL, LAP : 1 goutte de ZYM A
etZYM B

- Attendre 10mn pour lire toutes les réactions en se référant au tableau de lecture

- L’identification est obtenue a partir du profil numérique

> ldentification

Elle est réalisée a partir de la base des données :

A I’aide d’un catalogue analytique qui cherche le profil numérique dans la liste des profils.
Cette étape est entreprise a 1’aide du logiciel AP1 WEB qui consiste & entrer manuellement au

clavier le profil numérique a 7 chiffres lu apres lecture.

Figure 8. Photo originale lors de la préparation des galeries pour 1’identification.

11.2.5. Etude du profil de sensibilité aux antibiotiques

L’antibiogramme est nécessaire pour déterminer la sensibilité des espéces pathogénes
streptococcus Pyogenes et streptococcus pneumonea vis -a-vis de différentes familles

d’antibiotiques.

Dans notre étude, la méthode de diffusion sur gélose est utilisée. Cette méthode est
I’'une des plus anciennes approches de détermination de la sensibilité des bactéries aux
antibiotiques et demeure 1’une des méthodes les plus utilisées en routine. Elle convient pour la
majorité des bactéries pathogenes incluant les bactéries a croissance lente ; elle permet une

variété dans le choix des antibiotiques et ne requiert aucun matériel particulier.
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A partir d’une culture de 24h sur gélose Columbia additionnée de 5% de sang, une
suspension équivalente & 1 McFarlane (~108 UFC/ml) est préparée pour la méthode de
diffusion. Les étapes consistent a :

- Plonger un écouvillon en coton stérile dans la suspension bactérienne et éliminer 1’exces de
liquide en tournant I’écouvillon sur les parois du tube.

- Ecouvillonner la totalité de la surface de la gélose dans trois directions ou en utilisant un
ensemencement rotatif.

- Ensuite, Déposer les disques d’antibiotiques fermement a la surface de la gélose inoculée et
séchee. Le contact avec la surface doit étre étroit. Les disques une fois déposés ne peuvent étre
déplacés car la diffusion des antibiotiques est trés rapide. Le nombre de disques déposés par
boite est limité du fait du chevauchement des zones d’inhibition et pour limiter les interférences
entre les antibiotiques.

- La lecture des boites est faite pour la mesure des diametres des zones d’inhibition, entourant
chaque disque d’antibiotique, en se référant aux recommandations du comité d’antibiogramme
de la société francaise de microbiologie CA-SFM. Les souches donc sont classées en sensibles,

intermédiaires, et résistantes.
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I11. Résultats et discussion

I11. 1 Description des groupes étudiés selon les caracteres demographiques

Un total de 60 prélévements nasaux a éte effectué, dont 30 ont été prélevé chez les

enfants symptomatiques au niveau de I’hopital BEN BOULAID wilaya de blida et 30

prélevements chez les enfants asymptomatiques recrutés au niveau d’une école primaire privée

et apres autorisation de la part de I’administration et les parents.

La répartition des effectifs relatifs aux deux groupes étudiés suivant les caractéristiques

démographiques est réesumée dans le tableau IV

Tableau IV. Description des groupes étudiées selon les caracteres démographiques

60 prélevements

Age (ans) [2-5] [6-9] [10-13] Total fille Total garcon
Symptomatiques
Sexe F G F G F G
Nombre de cas 8 6 6 6 1 3 15 15
Angine 7 6 5 6 1 1 13 14
Pneumonie 1 0 1 0 0 1 2 1
Prescription 1 0 0 0 0 2 1 2
d’antibiotiques
Asymptomatiques
Sexe F G F G F G
Nombre de cas 0 9 10 |5 5 14 16
Allergie 0 0 0 0 0 0 0 0
Asthme 0 0 0 0 0 0 0 0
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I11. 1.1 la répartition selon d’age

Les deux groupes symptomatique et asymptomatique ont été classé en trois catégories d’age,

avec des extrémes allant de 2 ans & 13 ans. (Figure9 et 10).

«

®[2-5] =[6-9] = [10-13]

Figure 9. Répartition selon d’age pour les symptomatiques

Cette répartition montrent la prédominance de la tranche d’age comprise entre [6-9] ans, vue
que le nombre des enfants venant aux consultations a cause des angines sont de 1’age plus de
5 ans. La prédominance des angines chez cette tranche pédiatrique est largement décrite a
travers le site (passeport sante 2022) qui ont publié que L'angine est une maladie trés
fréquente. Ainsi, on compterait 9 millions de diagnostics d'angine en France chaque année.
Bien qu'elle puisse concerner tous les ages, I'angine touche plus particulierement les enfants,
et notamment les 5 - 15 ans.
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3,30%

= [2-5] =[6-9] = [10-13]

Figure 10. Répartition selon d’age pour les asymptomatiques

La prédominance de la tranche d’Age [6-9] ans dans cette répartition est expliquée par I’ Age scolaire et

la vie en collectivité, qui favorise la contamination dans les écoles et la transmission des germes aériens
entre les enfants.

111 1.2. Répartition selon les cas pathologiques

La fréquence la plus élevée des cas d’angines enregistrés durant la période d’étude a été notée
chez les enfants ayant 2 a 5 ans, a une fréguence de 46,6%. En revanche, les cas des pneumonies
enregistrées ont une fréquence faible et identique (3,3%) chez les trois tranches d’age. Aucune

différence n’a été enregistré entre filles et gargon, ce résultat corrobore celui de (Mezghani et
al., 2010) (Figure 11 et 12)
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B angine M pneumonie

Figure 11. Répartition des cas d’angines et pneumonies chez les symptomatiques
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20%

16,60%

Fréquence (%)
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Figure 12. Répartition des cas d’angine selon d’age et le sexe chez les enfants
symptomatiques.

Ces résultats se rapprochent de ceux retrouvés dans la bibliographie. En Tunisie 1’étude de
(Mezghani et al.,2010), montre que la tranche d’age la plus touche par ces infections est de 5
a 8 ans. Un autre travail réalisé au Centre Hospitalier de Soavianandriana, en 2016 par (G.F.A.
Razanakoto et al.,2016) qu’ils ont noté que les enfants de tranche d’age entre 5a 10 ans est la
tranche d’age la plus présentée. D’autres études montrent également que la tranche moyenne

de 5 a 10 ans est la plus touchée (Tinsa et al., 2009 ; Vierin et al., 2015).

Ces résultats pourraient s’expliquer par I’'immaturation de systéme immunitaire se ces
tranches d’age. Une autre explication est liée aux infections virales trés fréquentes a cet age et
qui pourrait causer la surinfection bactérienne a ’origine de d’apparition de ces pathologie

(angine et pneumonie) (Randriana et al., 22020)

I11. 1.3. Répartition selon la positivité des cultures

n=30

W positif

negatif

Figure 13. Fréguence de positivité des cultures pour le groupe symptomatiques
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n=30

()
negatif

positif

Figure 14. Fréquence de positivité des cultures pour le groupe asymptomatique

La positivité des cultures signifie la présence des colonies qui présentent une hémolyse
sur gélose au sang, qui est le caractere majeur des streptocoques. Sur les 30 prélévements
effectués 57% (n=17) des enfants symptomatiques agés de 2 a 13 ans ont présenté des cultures
positives (Figurel3). Le taux des cas négatifs indique (43%) que ces angines ont été d’origine

virale ou a cause des autres germes bactériens.

Chez le groupe asymptomatique, la positivité a été plus importante (53%) et

probablement liée au portage commensal des streptocoques (Figurel4).

La période d’étude pourrait influencer les fréquences de positivité. En effet, les défenses
immunitaires des enfants sont plus faibles pendant I’hiver et le printemps, qui présentent

respectivement les pics des infections virales et des réactions allergiques.

Toutefois des résultats trés hétérogenes sont décrites a travers les études. L’équipe algérienne
de Ziane et al., 2015) a trouvé un taux de 32% de positivité chez un groupe asymptomatique.
Dans une autre étude faite en Corés du sud, les enfants asymptomatiques de moins de 5 ans ont

présenté le taux optimal de positivité aux streptocoques (34%) (Cho et al.,2012).

Cette différence pourrait etre en lien direct aux conditions géographiques, la modalité de

prélévement, la période de réalisation de 1’étude, et la taille de la cohorte étudiée.

I11. 1.4. Répartition de positivité selon les tranches d’age

Selon les résultats de notre travail, la tranche d’age qui présente un taux de positivité plus
élevée est celle de [6 a 9 ans] par un pourcentage de (58%), suivie de la tranche d’age de [2 a

5] et [10 a 13] qui présentent une fréquence de 50% (Figurel5). Ces résultats sont proches de
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ceux retrouvés par Buchbinder et al., 2007), et qui montre que les angine streptocoque sont

tres présentes chez les enfants d’age moyen de 7+3ans.

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

[2-5] [6-9] [10-13]

M positif M negatif

Figure 15. Fréquence de positivité selon les tranches d’age des symptomatiques

La répartition de taux de positivité du portage nasale asymptomatique selon la tranche d’age
montre une grande fréquence chez les enfants (10 a 13) ans (Figurel5) cela est similaire avec
le résultat de (Song et al., 2013) qui note que la colonisation nasopharyngée par streptocoque
commence dés les premiers mois de vie pour atteindre son maximum en age scolaire moyen.

Contrairement aux résultats que nous avons obtenus dans cette étude (Bogaert et al.,
2004 ; Ferreira et al., 2011) qui ont constatés que les enfants de moins de 2 ans sont connus
comme porteurs fréquents des streptococcus.spp

Cette différence peut s’expliquer par le fait qu’au cour de 1’étude, du fait des difficultés
d’échantillonnage, nous avons sélectionné une tranche d’Age qui ne comprenait pas les jeunes
enfants de moins de 2ans, et nous avons étudié les écoliers car la communauté était un facteur
de risque de transmission.
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Figure 16. fréquence de positivité selon les tranches d’age des asymptomatiques
I11. 2. Identification des streptocoques
I11. 2. 1. identification Macroscopique

L’aspect macroscopique retrouvé pour chaque prélevement positif a été décrit et résumé dans

les tableaux (Annexe 7) pour le groupe des enfants symptomatiques et asymptomatiques.
Sur géloses au sang frais : des Streptocoques f hémolytiques principalement Streptococcus
pyogenes

Sur géloses au sang cuit : des Streptocoques o hémolytiques principalement Streptococcus
pneumonie et Aerococcus viridans.

Des souches de Streptocoques y hémolytiques ont été isolées sur les deux géloses (au sang
frais et au sang cuit). Il s’agit de Enterococcus faecuim, Enterococcus avium, Streptococcus

constellatus, Streptococcus intermedius, Streptococcus anginosus
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Figure 17. L’aspect des colonies béta hémolytiques sur milieu GSF et GSC

¢ Observation des colonies § hémolyse du genre streptocoques apres culture sur gélose au sang.

Figure 18. L’aspect des colonies alpha hémolytique sur GSC

e Des streptococcus sp en colonies séparées et isolées qui développent une hémolyse o

A

Figure 19. L’aspect des colonies gamma hémolytiques sur GSF
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e Desstreptococcus sp en colonies isolées, bombées et blanchéatres, qui ne développent aucune

hémolyse

Figure 20. L’aspect des colonies des Enterococcus

e Colonies non -hémolytiques des entérocoques sur milieu gélose au sang

I11. 2. 2. identification Microscopique

L’¢étude bactériologique se poursuit par une identification biochimique de toutes les souches

isolées, en confirmant

- Laprésence de I’hémolyse
- L’aspect catalase et oxydase négative
- L’aspect microscopique de Cocci & Gram positif

e [’aspect des colonies et types d’hémolyse sur les milieux GSF GSC GN

Figure 21. Photo représentent des Cocci en courtes chainettes sous microscope. Gx400
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e Résultat de I’observation de 1’état frais

Figure 22. Photo originale présentant des especes de genres streptocoques au microscope
apres coloration de gram. Gx400.
e Résultat de I’observation de 1’état coloré

Figure 23. Résultat négatif de I’oxydase chez les cultures des streptocoques

e Résultat de test de I’oxydase qui était négatif pour toutes les cultures positives

Figure 24. Résultat négatif de catalase chez les streptocoques et positif chez les
staphylocoques
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e Résultat de test de catalase positif pour les streptocoques et négatif en cas de staphylocoques

(critere d’extinction)

111.2.3 identification biochimiques (GALERIE API 20 STREP)

Les espéces identifiées relativement a chaque groupe étudié sont représentées dans les
tableaux (Annexe 8) les fréquences relatives a chaque espéce sont enregistrées dans le tableau
\Y

La premiére remarque dans les résultats obtenus est la présence des espéces hors les
streptocoques, a I’instar de Enterococcus feacium, Aerococcus viridans et Enterococcus avium
chez les deux groupes, symptomatique et asymptomatiques. Ces germes présentent les mémes
caracteristiques métaboliques que les Streptocoques. lls sont des bactéries commensales du tube
digestif et donc leur présence dans un préléevement nasal pourrait étre expliqué par une auto
contamination chez 1’enfant ou par une contamination provenant de 1’environnement (Stripling
el al., 2015).

Les résultats de I’identification ont démontré, en plus des espeéces commensales non
pathogenes, la présence des deux potentiellement responsables des infections respiratoires : le
Streptococcus pneumoniae et le Streptococcus pyogenes. Ce dernier est strictement retrouvé
chez un enfant symptomatique diagnostiqué pour une angine, ce qui confirme 1’association

fréquente de ce pathogeéne au développement des angines chez I’enfant.

En revanche le Streptococcus pneumoniae est retrouvé chez les enfants symptomatiques et
asymptomatiques ce qui indique son portage commensal chez I’enfant mais aussi son

implication dans le développement des pneumonies.
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Tableau V. les fréquences relatives pour chaque espéce chez les deux groupes de population

Symptomatique Asymptomatique
Espéce Pourcentages | Espéce Pourcentages
-Enterococcus Feacium 12% -Enterococcus Feacium 12%
-Streptococcus Pyogenes 12%
-Streptococcus Intermedius 12% -Streptococcus Intermedius 18%
-Streptococcus Constellatus 12% -Streptococcus Constellatus 18%
-Aerococcus Viridans 23% -Aerococcus Viridans 18%
-Streptococcus Uberis 6% -Streptococcus Agalatiae 12%
-Streptococcus Anginosus 6%
-Streptococcus Pneumoniae 12% -Streptococcus pneumoniae 6%
-Enterococcus Avium 6% -Enterococcus Avium 18%

- Selon (Gendrel et al., 2010) les enfants s’infectent a partir des souches de Streptococcus
pneumoniae portées de facon plus ou moins symptomatiques dans leur rhinopharynx, et cette
colonisation par le pneumocoque est a 1’origine d’infection invasive ou d’otite.

- Les résultats de 1’identification des galeries, ont montrés des cas des porteurs sains de
Streptococcus pneumonaie. Selon la littérature et comme 1’ont rapporté plusieurs auteurs tels
que (bouskraoui et al., 2011), ils ont constaté que la colonisation des voies aériennes
supérieures précede généralement 1’infection.

- Dans notre étude avec les asymptomatiques, on a trouvé plusieurs espéces du genre
streptococcus et Enterococcus, ces résultats sont en accord avec (Gaschignard et al., 2019)
qui ont dit que les genres streptococcus et Enterococcus comportent plusieurs espéces
commensales chez ’homme et 1’animal, mais aussi des especes responsables d’infections.

- On marque aussi une présence de Streptococcus pyogenes que chez le groupe des
symptomatiques et absence totale dans le cas des asymptomatiques, ce qui explique les
résultats obtenus par que le SGA est le premier agent bactérien en cause (25 a 30 %)
des angines de 1’enfant

- Plusieurs espéces du genre streptocoque ont été obtenus apres identification par galerie api
strep, cela est expliqué par le fait que :

Les bactéries pathogenes pour s’implanter dans le rhinopharynx, doivent entrer en
compétition avec les bactéries résidantes, notamment pour 1’utilisation des nutriments.
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De plus, certaines de ces bactéries résidentes peuvent produire des bactériocines susceptibles
d’inhiber la croissance d’autres bactéries. Les streptococcus viridans sont ainsi capable
d’inhiber la croissance de S. pneumoniae et S. pyogenes et de certaines bactéries gram

Négatif.

Ces mémes bactéries ont joué un role dans la diffusion des génes de resistance (par
transformation) spécialement pour S. pneumoniae (Barry et Dacré , 1995)

111.3. Profil de résistance aux antibiotiques

Dans cette étude aucune résistance n’est détectée pour les especes pathogenes, streptococcus
pyogenes et Streptococcus pneumoniae. (Tableaux VI, VII, VIII et IX). Cela pourrait étre

expliqué par la nature de 1’échantillon étudiée et sa faible taille.

Tableau V1. Résultat de I’antibiogramme pour streptococcus pyogenes prélévement 04

/ E CD RP C CIP RA NA AMP
Mm Mm Mm Mm Mm Mm Mm Mm

04 30 31 30 28 28 29 22 20

Tableau V1. Résultat de I’antibiogramme pour Streptococcus pyogenes prélévement 28

/ E CD RP C CIP RA VA TEI LE AMP
Mm Mm Mm Mm Mm Mm Mm Mm Mm Mm

28 30 31 30 27 27 33 23 20 28 38

- Il n’existe pas des souches résistantes aux - Lactamine, et bien que la résistance de ce germe
aux macrolides ait diminuée (5%) depuis 2005. La prescription premiére de [-lactamine

(Amoxicilline) demeure recommandée.

Tableau VII1. Résultat de I’antibiogramme pour Streptococcus pneumoniae prélévement 25

/ OXA VA E LE RAM C CM DO
Mm Mm Mm Mm Mm Mm

25 22 24 29 17 33 25 19 28
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Tableau IX. Résultat de I’antibiogramme pour Streptococcus pneumoniae prélévement 26

OXA | VA E LE RAM | C CM DO
Mm Mm Mm Mm Mm Mm Mm Mm
26 25 20 28 17 26 24 22 27

Les résultats de 1’antibiogramme pour Streptococcus pneumoniae n’ont pas montrés aucune
résistance remarquable, mais concernant la zone d’inhibition a 1’oxacilline, une étude rapporte
que y a des cas de PSDP (pneumocoque de sensibilité diminuée a la pénicilline) qui sont
détectées par un disque d’oxacilline

En conséquent, notamment en cas d’infection sévere, d’échec clinique ou devant toute souche
de PSDP (OXA<26), le CA-SFM recommande de déterminer la CMI d’au moins une de
Blactamine dont les propriétés pharmacodynamiques sont compatibles avec une efficacité
thérapeutique, en particulier I’antibiotique prescrit. (Chardon, 2008)

41



-

.

Conclusion et perspectives

~

J




Conclusion et perspectives

Conclusion et perspectives

Les angines et les pneumonies sont des infections communautaires, les plus fréquentes.
Elles représentent le motif principal de premiére ligne de consultation pédiatrique et médecine.
Au cours de cette étude, effectuées dans le service pédiatrie CHU BEN BOULAI Blida, 30
prélevements nasaux ont été realiser pour des enfants venant consulter pour une angine et
pneumonie, en excluant toute autre maladie ou perturbation respiratoire. L’objectif principal de
¢tait d’étudier le portage nasal des streptocoques chez les enfants, a coté de 1’évaluation du
profil de résistance des deux espéces les plus incriminées dans les infections des voies
respiratoires supérieures, le Streptococcus pyogenes et Streptococcus pneumoniae.

Les resultats obtenus dans cette etude ont permis de révéler plusieurs points suivants :

e La fréquence des angines est ¢levée dans la tranche d’age qui varie entre [2-5] ans et aucun
lien entre le sexe n’a été détecté ;

e Présence des Streptococcus pneumoniae chez les symptomatiques et les asymptomatiques,
tandis que le Streptococcus pyogenes est exclusivement rencontré chez les enfants
symptomatiques ;

e Aucune résistance n’a ¢été révélée, en effet toutes les souches étudiées présentent une

sensibilité vis-a-vis des antibiotiques utiliseés.
Cette étude ouvre de nombreuses perspectives, il serait intéressant a :

e Elargir, le champ des prélévements en s’étalant sur d’autre régions dans la wilaya de blida, et
sur d’autres wilaya, afin de généraliser 1’étude et avoir une cohorte plus représentative ;

e Cibler les enfants en scolarisation et durant la période hivernale marquée par des pics
endémiques d’infections respiratoires ;

e Caractérisation moléculaire des isolats dans le but de déterminer leurs origines (commensales

ou pathogenes) .
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Fiche de renseignement patient

Portage des streptocoques chez les enfants (symptomatiques /

asymptomatiques)

Coordonnées du patient

Nom :

Date de naissance :
Lieu de résidence :

Type d’habitation :

villa

Hospitalisation :

Nom de I’hépital :

Information échantillon

prénom :

Sexe :

bidon ville iImmeuble

oui [ ] Nom

[ ]

service :

Type de prélevement :

Nasal

Nasopharyngeée

Oropharyngée

traditionnel

Renseignements cliniques et épidémiologiques

Infection : oui non

Pulmonaire : pneumopathie pleurésie

ORL : angine scarlatine
Antibiotique

L’enfant a pris des antibiotique : oui non

Type d’antibiotique :
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Annexe 2

matériel non biologique

al/ verreries et autres

b/ appareillage

-pince.

-écouvillon en coton.
-tubes & essai stériles.
-pipettes pasteurs.
-anse de platine.

-lames et lamelles.
-boite de pétri.

-poire d’aspiration.
-portoirs pour les tubes.
-tubes secs stériles.
-disques d’antibiotique.
-disque d’oxydase.

-microscope optique.
-étuve.

-bec bunsen.
-réfrigérateur.

-pied a coulisse.

c¢/Milieu de culture

d/solutions stériles et réactifs

-Gélose nutritive.
-Gélose au sang frais.
-Gélose au sang cuit.
-Muller Hinton au sang.

-gélose Columbia au sang.

-Bouillon BHIB.

-violet de gentaine1%.
-lugol10%.

-Alcool a 90%.

-Huile & immersion stérile.
-fuchsine 1%.

-eau physiologique stérile.
-eau oxygenee.
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composition de milieu de culture (formules en g/L)

composition

Gélose nutritive :

B 153 0110 4 S P 10g.
-extraitde viande.............ooii 3g.
-extrait de levure..............oooviviiieiiiieeeenn 38

-chlorure de sodium.............ooiiiiiiiiii, Sg.

Gélose Muller Hinton au sang :

-Infusion de viande de beeuf........................L. 300g.
-Hydrolysat de cas€ine .................cooeviiiiinnn.n. 17.5g.
SAMIAON. ... 1,5g.
SAAT. 10a17g
SCAlCIUML. .. 10al7g
SMNAGNESTUML. Lottt et eee et eeeeeeeeeanaeenaans 60a200g.
-Eaudistillée.........oooooiiii 202a40g.

T T 5%

Gélose au sang cuit :

-Peptone de viande...............oooii 10g.

-peptone de Cas€ine...........ovvvuiiiiiiiieiiiiiiiieiiaaean, Sg.

-Extraitde levure.........ooooiiiiiiiii 3g.

-Chlorure de sodium.............ccooiiiiiiiiiiiie..s S5g

N . | 18¢g
Ph=6,9

Gélose au sang frais :

-M¢élanges spécial de peptones........................ 23g.
SAMIAON. ... lg.

SN 50ml.
-Eaudistillée. ... 1000ml.
PH=7,3.
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Gélose Columbia au sang :

-peptone pancréatique de coeur.................nn.... 3g.

-extrait autolytique de levure...................c.ooaee 3g.

-Agar bactériologique................oevnn. 13,5¢.

-amidon de mMaTs........ooeviiiiii i lg.

-chlorure se sodium..............oooiiiiiiiiiiii Sg.
meau distillée. ... ..o 100ml.
SPOLYPEPION. ..ot 17g.
SSATIG . ettt ettt e 50ml
PH=7.3

Bouillon(BHIB) :

B 0155 011018 T 12g.
-Infusion de cervelle et de cceur.................... 3,5g.
-hydrolysat pancréatique de caséine........... 10g.

-extraitde levure.............oo 2g.
SBIUCOSE. .ot
-chlorure de sodium..............ooiiiiiiiiii 5g.

Figure : photo original lors de I’ensemencement des prélévements sur les milieux
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Figure : Croissance des Streptocoques sur Columbia au sang ( photo original).
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Annexe 5

Tableau : liste des antibiotiques a tester pour les Streptocoques.

Antibiotique symbole Streptococcus Streptococcus
Pneumoniae Pyogenes
Ampicilline AMP / (20-38 mm)
Chloramphénicol C 25mm 28mm
Clindamycine CD / 31mm
Ciprofloxacine CIP / 28mm
Clindamycine CM (19-22mm) /
Doxycycline DO 28mm résistance
érythromycine E 29mm 30mm
Levoflamicine LE 28mm
17mm
Acide nalidixique NA / 22mm
Oxacilline OXA (22-25mm) /
Pénicilline P / résistance
Rifampicine RA (26-33mm) 29mm
Teicoplanine TEI / 20mm
Vancomycine VA (20-24mm) 23mm

Figure. L’ensemble des antibiotiques utilisés
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Figure. préparation d’antibiogramme (photo original)
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Annexe 6

= Galerie API 20 strep

API 20 Strep est un systeme standardisé associant 20 tests biochimiques qui présentent un
grand pouvoir discriminant. Il permet de faire un diagnostic de groupe ou d'espéce pour la
plupart des streptocoques, entérocoques et pour les germes apparentés les plus courants

= Principe :

La galerie API 20 Strep comporte 20 microtubes contenant les substrats deshydratés pour la
mise en évidence d'activités enzymatiques ou de fermentation de sucres. Les tests
enzymatiques sont inoculés avec une suspension dense, réalisée a partir d'une culture pure,
qui reconstitue les milieux. Les réactions produites pendant la période d'incubation se
traduisent par des virages colorés spontanés ou révelés par I'addition de reactifs. Les tests de
fermentation sont inoculés avec un milieu enrichi (contenant un indicateur de pH) qui
réhydrate les sucres. La fermentation des carbohydrates entraine une acidification se
traduisant par un virage spontané de l'indicateur coloré. La lecture de ces réactions se fait a
I'aide du Tableau de Lecture et I'identification est obtenue a I'aide du Catalogue Analytique ou
d'un logiciel d'identification.

= Protocole :

Préparation de l'inoculum

Ouvrir une ampoule d’API Suspension Medium (2 ml) ou utiliser un tube contenant 2 ml
d'eau distillée sans additif.

A l'aide d'un pipette pasteure, prélever toute la culture préalablement préparée.
Réaliser une suspension trés dense : opacité supérieure a 4 de McFarland.

Cette suspension doit étre utilisée extemporanément.

Inoculation de la galerie

>

X/
*

L)

A\

*» V. V V

o
%

Dans la premiere moitié de la galerie (tests VP a ADH) répartir la suspension précédente en
évitant la formation de:

» pour les tests VP a LAP : environ 100 ul dans chaque cupule.
> Pour le test ADH : remplir uniquement le tube.

Dans la deuxiéme moitié de la galerie (tests RIB a GLYG) :

» Remplir les cupules des tests soulignés ADH a GLYG avec de I'huile de paraffine en
formant un menisque convexe.

%+ Incuber a 36°C + 2°C en aérobiose pendant 4H00 - 4H30 pour une premiére lecture et 24

heures (x 2 heures) si nécessaire pour une deuxiéme lecture

Lecture et interprétation :

Lecture de la galerie Aprés 24 heures d'incubation :

Ajouter les réactifs :

Test VP : 1 goutte de VP 1 et VP 2.

Test HIP : 2 gouttes de NIN.

Tests PYRA, DGAL, RGUR, BGAL, PAL, LAP : 1 goutte de ZYM A et ZYM B.

e

AS

AN
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» Attendre 10 minutes, puis lire toutes les réactions en se référant au Tableau de Lecture.
** Interprétation :
» Lidentification est obtenue a partir du profil numérique

Tableau : tableau de lecture des résultat galerie API 20 strep

TABLEAL DE LECTURE
aTE RESULTATS
TESTS | COMPOSANTS ACTIFS REACTIONS/ENZYMES
{mgltun.) NEGATIF POSITIF
VP 1 + VP 2/ jusgu' 10 min (3)
production Facelone
WP a0 ﬁ‘!.ﬂl'i’![& 19 {Vones Prosksuer) Incolone RME-REILIQE'
NIN / jusgua 10 min
HIP acide hippurique 04 |mydrolyse (acide HiPpunque) |  Incolre/Bleu pale Blew foncaNVilet
: Gris-bleute
4h 24h ah 4N
Eac sscuine 116 | nydrolyse B-glucosidase Incolare J:‘Jﬁ“';& Nair i
cilrale de fer 0152 |{ESCuline) Jaune palie | “24Ne p Gris
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Figure : lecture résultats des galerie API 20 strep aprés 24heur d’incubation (photo original)
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Annexe 7

Tableau. Résultat de lecture macroscopique des colonies pour les symptomatiques

NO
02

Gélose au sang

Des petites colonies qui sont
colorées en blanc créme présentant
une hémolyse A

4 négatif

(@)

w N N = = = = (@)
(@] B oo (o] (6] o (o] ~ o1

\‘

Des petites colonies rondes avec
une zone d’hémolyse incompléte
ahémolytiques

Des petites colonies entourées
d’un halo clair (B hémolytique)
des colonies petites , grisatres , +/-
transparente ,lisse et reguliéres

2 Petite colonies , semi transparentes
et mucoides

[EEN

Petites colonies entourées d’une
zone de § hémolyse

w

Des petites colonies arrondies et
muqueuses

Petites colonies, rondes, fines et
transparentes avec un halo clair de

la B hémolyse
Des colonies blanchatres et
translucides entourées d’une o
hémolyse

2 Petites colonies transparentes avec
un halo clair

N

Des colonies transparentes, non
pigmentées entourées d’une zone
d’a hémolyse

Des petites colonies arrondies
régulieres transparentes avec un
halo clair

Des colonies petites, rondes et
transparente avec un halo clair de
la zone B hémolyse

Des petites colonies transparentes
avec un halo clair

Des petites colonies rondes avec
une zone d’hémolyse incomplete o
hémolytiques

Gélose au sang
Négatif

négatif

Des colonies petites , grisatres et
réguliéres

Des petites colonies entourées
d’un halo vert

Petites colonies arrondies avec un
halo vert

Des colonies arrondies, grisatres
et bombées avec un halo vert

Des colonies petites et arrondies
entourées d’un halo vert

Des petites colonies bombées avec
un halo clair

Des colonies petites , arrondies
avec un halo vert

Un verdissement observé sur le
milieu

Petites colonies avec un halo vert

Des petites colonies
entourées d’un halo vert

beiges

Tres petites colonies sur le milieu
avec un verdissement observé

Des colonies entourées d’un halo
vert

Des petites colonies avec un halo
vert

Des colonies petites , grisatres et
régulieres

Gélose nutritive
négatif

Des colonies beiges
arrondies et régulieres
négatif

négatif
négatif

négatif

négatif

négatif

Grosse colonies

beiges et réguliéres

Négatif

négatif

négatif

Négatif

négatif

négatif

négatif
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Tableau : résultats de lecture macroscopique pour les asymptomatiques

05

06
07

09

10
12

13
16

17

18
19

20

21
22
23
26

27

Des petites colonies
arrondies avec une zone
d’hémolyse incompléte o
hémolytiques et des
colonies de  hémolyse

Des petites colonies de o
hémolyse et  hémolyse
des petites colonies

Grosse colonies , semi
jaunatres entourées d’un
halo clair

Grosses colonies
bombées

Petites colonies avec un
halo clair

Des colonies jaunatres

Des colonies arrondies de
couleur grise

Des petites colonies
transparentes avec une
zone d’a hémolyse

Des petites colonies
incolores

Des petites colonies
entourées d’une 3
hémolyse

Des petites colonies semi
transparentes avec un
halo clair

Des colonies
transparentes

Des petites colonies avec
une zone de fhémolyse
Des zones de B hémolyse
autour des colonies

Des petites colonies de
couleur jaunes, entourées
de B hémolyse
Hémolysef dans le
milieu

des colonies petites ,
grisatres et régulieres

Des petites colonies
arrondies et réguliere
Petites colonies arrondies
et bombées avec un halo
vert

négatif

Petites colonies jaunatres

des colonies entourées
par un halo vert
Verdissement du milieu
Des colpnies petites avec
un halo vert

Des colonies entourées
d’un halo vert

Des colonies beiges
entourées d’un halo vert
Plusieurs types de
colonies avec un
verdissement de milieu
Des petites colonies
beiges avec un halo vert

Négatif
Halo vert autour des
colonies

négatif

Halo vert autour des
colonies

Petites colonies
entourées d’un halo vert

négatif

négatif

Négatif

Négatif

Grosses , arrondies et
blanchatres
négatif

Négatif
Négatif

négatif

négatif

Négatif

négatif

négatif
negatif
négatif

négatif

Négatif
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Annexe 8

Tableau : les résultats obtenus aprés la lecture des galerie API 20 strep des cultures
bactériennes positive chez les enfants symptomatiques

Prélévement positif Code api strep Espece identifiée

01 7061400 Streptococcus constellatus

02 4343650 Enterococcus feacium

04 7050400 Streptococcus pyogenes

07 7177550 Streptococcus intermedius

08 7071400 Streptococcus constellatus

09 7637550 Aerococcus viridans

12 7777552 Streptococcus uberis
7776552 Aerococcus viridans

15 7001410 Aerococcus viridans 2

17 5660454 Streptococcus anginosus

19 7326330 Aerococcus viridans

20 7376550 Enterococcus feacium

25 4343454 Streptococcus pneumoniae

26 4351471 Streptococcus pneumoniae

28 6561404 Streptococcus pyogenes

29 7346550 Enterococcus avium

30 7176550 Streptococcus intermedius

Tableau : les résultats obtenus apres la lecture des galerie API 20 strep des cultures
bactériennes positive chez les enfants asymptomatiques

Prélévement positif Code api strep Espéce identifiée

05 7166550 Streptococcus intermedius
06 6071416 Streptococcus intermedius
07 4000412 Aerococcus viridans 2

09 4346754 Enterococcus avium

10 2027754 Aerococcus viridans 1

12 4347750 Enterococcus feacium

13 7146750 Enterococcus avium

16 7000400 Streptococcus intermedius
17 4361471 Streptococcus pneumoniae
18 7001410 Aerococcus viridans 2

19 7061400 Streptococcus constellatus
20 3463724 Streptococcus agalatiae
21 7471704 Streptococcus agalatiae
22 7051400 Streptococcus constellatus
23 7166750 Enterococcus avium

26 7071400 Streptococcus constellatus
27 7376550 Streptococcus feacium




