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Résumeé

L’objectif de cette étude est I’isolement et [I’identification des souches de
streptocoques ainsi que 1’étude de leur profil de résistance aux antibiotiques.21 souches des
streptocoques ont été isolées a partir de 1518 prélévements de nature différentes provenant
des malades hospitalisés et externes. L’identification des souches a été réalisée par les
méthodes bactériologiques conventionnelles. L’étude de la sensibilité in vitro aux

antibiotiques a été faite par la méthode de diffusion de disques en milieu solide.

Les résultats d’identification des germes révelent la prédominance de streptococcus
spp (57.14%), suivie par les streptocoques du groupe D (19.04%) et les streptocoques du
groupe B (14.28%). Alors que les streptocoques du groupe A et S.pneumoniae ne présentent
que 4.76% des souches isolées. Sur les 21 souches isolées, 38.09% proviennent de
prélévements vaginaux, 33% de pus, et 23.8% d’urines. Dans notre étude, le nombre de
prélevements de LCR est le plus faible (4.76%). Le sexe féminin est le plus touché par les
infections streptococciques (76%) par rapport au sexe masculin (24%) avec un sexe ratio F/H
de 3.17. Nos résultats montrent une prédominance des souches communautaires (67%) par

rapport aux souches hospitaliéres (33%).

Les résultats d’antibiogrammes des souches isolées vis-a-vis quelques
antibiotiques de différentes familles sont décrits. La majorité des souches isolées présente une
résistance accrue vis-a-vis les antibiotiques testés principalement a la tétracycline,

I’érythromycine et la clindamycine.

Mots clés : Antibiorésistance, Isolement, Identification.



Abstract

The objective of this study is to isolate and identify streptococcus strains and to
study their antibiotic resistance profile. 21 streptococcus strains were isolated from 1518
samples from hospitalized patients and outpatients. The identification of the strains was
carried out by conventional bacteriological methods. The study of in vitro antibiotics

susceptibility was made by disk diffusion method in solid medium.

The germs identification results show the predominance of Streptococcus spp (57.14
%), followed by Streptococcus group D (19.04 %) and group B streptococci (14.28 %). While
the group A streptococci and S. pneumoniae present only 4.76 % of isolates. Of the 21
isolated strains, 38.09 % come from vaginal swabs, 33% of pus, and 23.8 % of urine. In our
study, the number of CSF samples is the lowest (4.76 %). Females are more affected by
streptococcal infections (76%) compared to males (24%) with a sex ratio F / M of 3.17. Our

results show a predominance of community strains (67%) compared to hospital strains (33%)
The results of antibiotic susceptiblity testing of isolated strains towards some antibiotics

from different families are described. The majority of isolated strains present an increased

resistance versus tested antibiotics mainly to tetracycline, erythromycin and clindamycin.

Keywords: Antibiotics, Resistance, Isolation, Identification
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Introduction

Les streptocoques sont parmi les bactéries impliquées dans la pathologie humaine. la
plupart des especes sont habituellement commensales mais peuvent devenir pathogénes dans
certaines circonstances particuliéres, et étre responsables d’un grand nombre d’infections
streptococciques séveres (Le Bouar et al., 1970). Ces maladies infectieuses sont parmis les
principaux cause de mortalité au niveau mondial. (Kardos et Demain, 2013).

La prescription du traitement approprié consiste a une antibiothérapie, dont la réussite
est dépendante de la fiabilité des analyses biologique appliquées. Les bénéfices les plus
significatifs au plan de la santé humaine suite a I’introduction des agents antimicrobiens ont
été une diminution massive des déces relatifs aux maladies infectieuses (Kardos et Demain,
2011).

Au cours des derniéres décennies, I'utilisation fréquente et parfois inadéquate des
antibiotiques a large spectre, a conduit a 1’émergence et a la multiplication de bactéries
résistantes aux antibiotiques. Or, la résistance bactérienne aux antibiotiques constitue une
menace pour I’avenir entrainant des choix thérapeutiques de plus en plus limités (Soussy,
2007).

En Algérie, ce phénomene préoccupe les pouvoirs publics qui engagent différentes
stratégies pour maitriser la progression de ces résistances. Une bonne connaissance de la
sensibilité usuelle mais aussi des résistances naturelle ou acquise des streptocoques sera donc

indispensable pour orienter le clinicien dans 1’antibiothérapie de ces maladies.

C’est dans cette optique que ce projet de mémoire a comme objectif 1’isolement et
I’identification des souches de streptocoques ainsi que 1’é¢tude de leur profil d’antibio-

résistance en réalisant une étude cytobactériologique des différents prélevements.
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I. RAPPELS SUR LES STREPTOCOQUES

I.1.Historique:

Le nom de Streptococcus (streptus = flexible ; coccus = grain) fut pour la premiére fois
attribué par Bilroth et Ehrlich (1877) a des coques formant des chainettes observées dans les
prélevements provenant de blessures infectées. En 1879, PASTEUR décrit dans le pus d'un
abces chaud des microorganismes en grains de chapelet. ROSENBACH leur donne, en 1884,
le nom des streptocoques (Kagoet al., 1990).

NOCARD et MOLLEREAU (1887) découvrirent le « Streptococcus » de la mammite de
Nocard » qui ensuite, fut appelé Streptococcus agalactiae. En 1933, LANCEFIELD a
démontré qu’il était possible de classer les streptocoques en groupes en fonction de leur
équipement antigénique (groupes A, B, C...). En 1984, SCHLEIFER réalisa la séparation des
deux genres Streptococcus et Enterococcus (Avril et al., 1988,Diop, 2003, ESKA,2000).

Les infections a streptocoques qui, autrefois, étaient considérées comme propres aux pays
froids et humides, sont maintenant fréquentes en zone tropicale particulierement en Afrique
de I’Ouest (Denis et al., 1978).

I.2.Classification :

Il existe plusieurs criteres qui permettent de classer en pratique les différentes espéces du
genre Streptococcus.

Selon leur pouvoir hémolytique, on distingue :

- des souches alpha hémolytiques : hémolyse incomplete.

- des souches béta hémolytiques : hémolyse complete.

- des souches non hémolytiques (gamma) : pas d’hémolyse.

Ce critere ancien garde toujours sa valeur d’orientation.

Selon leur équipement antigénique :

La classification de Lancefield (1933) s’appuie sur des critéres immunologiques qui
permettent de détecter des antigenes spécifiques de groupe. La plupart des especes de
streptocoques, notamment béta hémolytiques, possédent dans leur paroi un polysaccharide C
dont la composition et les propriétés antigéniques permettent de définir des groupes
sérologiques. D’autres dépourvues de polyoside C sont dites« non groupables ».

La classification de Lancefield distingue 20 groupes sérologiques (désignés par des lettres de

A aM etde KaW). Latechnique de Lancefield comprend une extraction du polyoside C a
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partir d’une suspension de la souche par 1’acide chlorhydrique a chaud ou par I’acide nitrique

ou la formamide.(Avril et al., 2000).

GROUPES
A Streptococcus pyogenes
B Streptococcus agalactiae
C Streptococcus agtassimitis
Streptococcus
Zooepidemicus
Streptococcus equi
Streptococcus dysgalactiae
D Streptococcus faecalis
Streptococcus faectium
Streptococcus durans
Streptococcus avium
Streptococcus bovis
Streptococcus equimus
E Streptococcus uberis
Streptococcus anginosus
GHKLM Streptococcus sp
N Streptococcus lacns
R Streptococcus suis

HABITAT
Homme,rhino-pharynx,peau ,
intestin
Vache :mamelles
Homme :intestin ,voies
génitales, rhino- pharynx
Homme : rhino- pharynx
Peau

Animaux divers

Cheval

vache

Homme : intestin, voies

génitales

Volaille et autre animaux
Vache , Homme

Cheval et autre animaux

Vache
Homme : rhino- pharynx
intestin
Homme :rhino-pharynx
Lait et produit divers

Intestin (porcs)

Tableau 11 : Classification des streptocoques humain et animale sérologiquement non
groupables selon Lancefielde (Ducaet al . ,1979).

-
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ESPECES HABITATS
Streptococcus salivarus Salive-intestin
Streptococcus mitor (mitus) Rhino-pharynx
Streptococcus sanguisl Rhino-pharynx
Streptococcus sanguisl| Peau , intestin
Streptococcus mutans Rhino-pharynx,dents
Streptococcus pneumoniae Rhino -pharynx
Streptococcusmorbilloritum Homme —Animaux
Streptococcus thermophillus Lait —yaourt
Streptococcus milleri Rhino-pharynx,dents, intestin

Selon les critéres de la taxonomie moléculaire :

La taxonomie des streptocoques a rencontré de nombreux changements au cours des 20
derniéres années. Ces changements sont principalement dus a l'application de techniques de
biologie moléculaire telle que les expériences de réassociation ADN-ADN et le séquencage
de I'ARNTr 16S (Facklam,2002 ;ALAUZET,2009 ;Bergy,2011).

1.3. Systématique

Selon la systématique de Bergy, le genre streptococcus appartient au :

Domaine:Bacteria

Phylum:Firmicutes

Classe:Bacilli

Ordre:lactobacillales

Famille:StreptococaceGenre:Streptococcus

Le genre streptococcus comporte des espéces et sous- especes (Delarras , 2014).

|.4.Habitat

Les streptocoques sont des bactéries ubiquistes, saprophytes des eaux, de 1’air, du sol, ect

:
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Sont retrouvés a I'état commensal sur la peau et les muqueuses. Au niveau des voies aériennes

supérieures, on retrouve les pneumocoques et les streptocoques béta-hémolytiques.

Les Streptocoques du groupe D sont retrouvés dans l'intestin et ceux du groupe B dans les
voies genitales. Dans la bouche on a les streptocoques non groupables appelés S.salivarius,
S.sanguis, S.mitis, S.mutans; qui donnent des dextranes jouant un réle dans les caries dentaires
(Delarras, 2014).

1.5.Caractéristiques bactériologiques:

I.5.1Caracteres morphologiques

Les streptocoques sont des coques ovoides ou sphériques a Gram positif, immobiles, non
sporulé, souvent disposés en paire (diplocogue) et/ou en chainettes plus ou moins longues.
Les chainettes résultent de la non séparation des paires de coques en division et se présentent
comme une succession de diplocoques (Le Minor, 1989) (Voir figure 1).

Les Streptocoques des groupes A, C, G caractérisés par de longues chainettes donnent sur
milieux liquides une culture en dépét. Les autres donnent un trouble homogene du bouillon et
se présentent alors sous la forme de diplocoques (S. pneumoniae) ou de courtes chaines
(streptocoques du groupe B, S. bovis). Le phénomeéne de capsulation peut étre observé avec
les streptocoques du groupe A et surtout du groupe C dans la phase exponentielle de

croissance (Le Minor, 1989).

*‘:".‘.L:

Figure 1 :Streptococcus spp

|1.5.2Caractéres culturaux :

]
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Tous les streptocoques sont aéro-anaérobies. Ce sont des germes trés fragiles. La température
idéale de croissance est de 36 + 2°C. Les streptocoques peuvent pousser sur des milieux
usuels mais néanmoins, ils ont des exigences nutritives trés complexes.
1.5.2.1 Culture sur milieux usuels
La plupart des streptocoques poussent sur ces milieux et realisent sur gelose nutritive des
colonies trés fines transparentes dispersées a la surface en grain de semoule avec une couleur
Iégerement bleutée. Cette culture étant difficile, il est préférable de la réaliser sur milieux
enrichis (Avril et al., 1992).
1.5.2.2 Culture sur milieux enrichis
Certaines substances sont habituellement utilisées pour enrichir les milieux. Ce sont les
peptones, les extraits de viande ou infusion de coeur-cervelle, le sang, le sérum et / ou l'ascite.
Les milieux peuvent se présenter soit sous forme liquide, soit sous forme solide.

» Milieux liquides d'enrichissement

Les streptocoques supportent tres mal les milieux glucosés. En effet, le glucose par voie
fermentative donne de I'acide lactique avec un abaissement du pH qui rend le milieu hostile.
C'est la raison pour laquelle on utilise le bouillon glucosé tamponné (B.G.T.).
On peut également utiliser le bouillon streptosel. Les streptocoques donnent soit un trouble
homogéne avec ou sans dépdt (groupe B, D), soit une pousse granulaire avec sedimentation
rapide, le surnageant pouvant étre limpide ou légérement trouble (A, C, G) (Le Minor, 1989).

» Milieux solides d'isolement
Les milieux les plus généralement utilisés sont les géloses enrichies au sang (sang de mouton
ou de cheval). Ces milieux permettent de voir la capacité des streptocoques a lyser les
hématies.
On peut observer une pousse des streptocoques 24 heures apres incubation a I'étuve sous une
atmosphére enrichie en CO2. L'aspect de la zone d’hémolyse et sa dimension sont en fonction
de I'némolysine élaborée par la souche, du sang utilisé mais également du milieu (Le Minor,
1989).
Sur ces milieux enrichis, on distingue différents types d'hémolyse (voir figure2) :

% Hémolyse béta
C'est une hémolyse compléete. Les hématies sont complétement lysées sur un diamétre

d'environ 3 a 4 mm autour des colonies. Cette hémolyse s‘observe en général avec les

-
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Streptocoques des groupes A, C, G double et quelque fois quadruple celle de la zone en
question. Les SGB présentent une zone d’hémolyse tres petite et par conséquent pas claire.

% Heémolyse alpha
Elle est incomplete. Les globules rouges ne sont que partiellement lysés sur un diameétre
d'environ 1 a 2 mm. Cette hémolyse est accompagnée d'un verdissement du milieu. On parle
alors d'une hémolyse alpha viridans. Le mécanisme de cette coloration est mal connu.

% Hémolyse gamma ou absence d'hémolyse
Il n'existe aucune trace d’hémolyse. On utilise plus couramment le terme streptocogue non

hémolytique. S. salivarius et S. milleri présentent une telle hémolyse (Avrilet al., 1992)

gamma gamma alpha

Figure 2 : Les différents types d’hémolyse des streptocoques

1.5.3.Caracteres biochimiques :

Les Streptocoques sont caractérisés par :
+«+ Absence de catalase
+«+ Sensibilité a I'optochine

« Hydrolyse de I'esculine

1.5.4.Caracteres antigéniques :
Les cellules des streptocoques sont composées de substances antigéniques localisées dans la
paroi. La constitution antigénique des streptocoques est complexe et on retrouve de la
périphérie a l'intérieur :

% Lacapsule
Sa composition chimique est variable selon I'espéece.
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% La paroi cellulaire :
Elle conditionne la forme et la rigidité de la paroi bactérienne. Elle porte également les
facteurs les plus importants de l'interaction hote-parasite. Elle est composée de trois couches
successives :
¢ Proteines (M, R, T)
¢ Polyoside C
¢ Mucopeptide (Peptidoglycane)

» Le polyoside C :
On l'appelle aussi antigéne C. 1l est enchasse dans la muréine. Est spécifique de groupe et se
situe entre la couche protéinique et le peptidoglycane. Les polyosides C, non toxigénes, sont
des hapténes et ne deviennent antigéniques que lorsqu'ils sont attaches au peptidoglycane par
des liaisons covalentes.

» Le peptidoglycane :
Responsable de la rigidité de la paroi streptococcique, le mucopeptide représente la structure
de base de la paroi cellulaire. Il est composé d'un polyoside (unités répétitives de N-acétyl-
glucosamine et acide N-acétyl-muramique) et d'un peptide (alanine+ acide glutamique +
lysine). Le peptidoglycane possede plusieurs propriétés biologiques. 1l est antigénique,
immunologique, pyrogéne et peut provoquer une réaction dermique locale.

» L'acide teichoique :
Il se localise entre le mucopeptide et la membrane cytoplasmique. Composé d'un
polyglycérophosphate, I'acide techoique a pour réle primordial de lier les cations bivalents.
Associé a un composant lipidique, il prend le nom d'acide lipotechoique (LTA) qui serait
responsable de I'adhérence des streptocoques aux différentes muqueuses et cellules
épithéliales.

% La membrane cytoplasmique :
Elle est composée de 72 % de protéines, 25% de lipides et de 2% de polyosides.

< Le cytoplasme :
Il est composé d'enzymes, et d'une fraction nucléoprotéinique dont celle des SGA qui est
hétérogéne antigéniquement, donnerait des réactions croisées avec les staphylocoques, les

pneumocoques et les streptocoques non hémolytiques (Traore H, 1947).

-
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1.6. Pouvoir pathogene

Les infections dues aux streptocoques en général occupent une place tres importante dans les
infections communautaires. Chez I’homme, les espéces les plus pathogénes sont :
- Les Streptocoques du groupe A (Streptococcus pyogenes).
- Les pneumocoques (Streptococcus pneumoniae).
- Les Streptocoques du groupe B (streptococcus agalactiae) (Bekhti, 2012).

A- Streptococcus pyogenes ou Streptocoque du groupe A +6
Les SGA sont responsables de la quasi-totalité d’infections provoquées par les streptocoques,
allant d’infections localisées non compliquées telles que les pharyngites aigu€s ou des
infections cutanées superficielles (abces, phlegmon, impétigo, érysipele...), a des infections
invasives pouvant engager le pronostic vital. Les plus sévéres, a I’heure actuelle, sont
représentées par les dermo-hypodermites bactériennes nécrosantes pouvant évoluer jusqu’a la
fasciite nécrosante, et les syndromes de choc toxique streptococcique. Les SGA peuvent
également engendrer des séquelles post-streptococciques non suppuratives telles que le
rhumatisme articulaire aigu, la glomérulonéphrite aigué, la chorée et I'érythéme noueux. Les
SGA sont également incriminés dans les toxi-infections alimentaires dont la clinique se
présente sous forme d'angines aigués (Kaplan, 1991).

B- Streptococcus agalactiae ou streptocoque du groupe B
Les SGB sont des bactéries communément présentes au niveau des tractus gastro-intestinal ,
urinaire et génital (Money et Dobson,2004). Le portage du streptocoque B est relativement
fréquent, puisqu’il est retrouvé chez 5 a 30 % des femmes. Il est le plus souvent
asymptomatique et sans danger pour la femme, cependant il peut causer des infections
urinaires, amniotiques et des endomeétrites du postpartum (De Guerke, 2009, Thomas, 2010).
Chez le nouveau-né, il peut étre responsable d’infections graves telles que des pneumonies,
des méningites ou des septicémies (Blanc et Bland, 1997).
D’autres infections a SGB observées chez les adultes dont la femme enceinte comme
I’endométrite, I’infection de plaies, l'ostéomyélite, 'endocardite, la

cystite et la pyélonéphrite ont également été décrites (Koeng et Keenan, 2009).

-
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C-Streptococcus pneumoniae ou pneumocoque :(voir figure3)
S. pneumoniae est 1’'une des causes bactériennes dans le monde de septicémies, pneumonies,
méningites, otites moyennes aigues (OMA), et sinusites. Il est responsable d’une morbi-

mortalité importante en particulier dans les infections pulmonaires et les méningites.

L'incidence de l'infection est plus importante chez les enfants agés de moins de 2 ans et chez
les sujets agés de plus de 60 ans. Chez les sujets agés et/ou immunodéprimes, les septicémies
ou les méningites sont fréquemment mortelles. Les infections a pneumocoques

s'accompagnent d'intenses phénomenes inflammatoires qui augmentent la gravité des lésions

(Tuomanen, 2004).
\ Otitis modia

/‘\ _»

Figure 3 : Mode de dispersion du pneumocoque chez I’humain et les manifestations
cliniques principales associées

D- Autre groupe de streptocoques

Les infections provoquées par les Streptocoques du groupe C ont d'une extréme gravité mais

sont plus rarement rencontrées que celles dues aux Streptocoques du groupe A et G.

Les SGC peuvent coloniser I'organisme et les infections les plus couramment rencontrées sont

les angines, les méningites, les septicémies et les pneumonies surtout chez les

N
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immunodéprimés. L'incidence des bactériémies de SGC est faible. Quant aux Streptocoques
du groupe G, on rencontre également d'autres infections comme les infections cutanées, celles
des voies respiratoires, les endocardites aigués et subaigués, les arthrites purulentes, les

péritonites et les méningites.

Les streptocoques du groupe D sont responsables d'infections urinaires, de septicémies,
d'infections heépatobiliaires et méme d'intoxication alimentaire (Correaet al., 1979)
alors que les streptocoques non groupables sont & I'origine d'endocardites (Horodniceanuet
al., 1977).

|.7.Epidémiologie :

L'incidence des infections streptococciques varie avec I'age, la zone géographique, le niveau
socioéconomique et la saison. Cette incidence est liée aussi directement aux propriétés
biologiques du germe : adhérence aux cellules des muqueuses, virulence associé a certains

types de protéines M (Horaud et Bouguenec,1989).

L’¢épidémiologie des infections a SGA varie grandement en fonction du lieu, du temps et du
type d’infection. La scarlatine et la fievre rhumatismale, relativement fréquentes en Occident
jusque dans les années1940, sont devenues plutot rares aujourd’hui. Dans les climats
nordiques et méme dans les pays développés, la pharyngite n’a pas diminué depuis un siécle
(Stevens, 2004).Depuis les années 1980, on constate une augmentation marquée des cas
d’infection invasive a SGA associés a des chocs toxiques ou a des fasciites nécrosantes, et ce,

dans une majorité de pays industrialisés (Stevens, 2004; Nguyen et al., 2003).

En 1987-1988, la Norvege et la Suede ont été touchées par une épidémie de septicémie a SGA
dont la 1étalité s’élevait a 25 % (Martin et al., 1990). Pour I’année 2000, le nombre de cas de

septicémie a SGA a été estimé a 1000 (Bouvet, 2006).

En France, les SGB est la cause de 50% des infections néonatales et de 15 % des infections
maternelles, et les infections materno-feetales représentent les 2/3 des infections a
Streptocoque du groupe B (Quentin, 2002). L’incidence des infections materno-foetales est
de 0,4 a 2 cas pour 1000 naissances (Didier et al ., 2012, Kuhnet al.,2010, Anaes, 2001).Le
taux actuel de mortalité global des infections néonatales est de 9,6% avec un taux pour les

0
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infections précoces de 12,1% et de 6,8% pour les infections tardives (Edmond et al., 2012).
Ces taux varient en fonction du terme et du poids de naissance.

Aux Etats-Unis, le taux de mortalité est d’environ 4% a 6% (Verani et al.,2010, Phareset
al.,2005).En France, le taux de mortalité des infections précoces est de 6% a terme, de

42% chez les prématurés et de 36% chez les hypotrophes, Pour les infections tardives, le taux

de mortalité est compris entre 2 a 6% (Quentin, 2002).

La pneumonie a pneumocoque serait responsable de 500 000 a 1 400 000 déces dans le
monde (Mufson et al., 1990). Aux Etats-Unis, la fréquence des cas de pneumonie avec une
mortalité de I’ordre de 40 000 par an. Les autres infections & pneumocoque représenteraient
40 000 cas annuels, avec une mortalité de 6 000 a 7 000 cas. (Klugman, 1990). En Afrique,
les données sur S. pneumoniae sont rapportées le plus souvent par I’OMS sur les méningites,
données recueillies dans la « ceinture Africaine de la méningite ». Cette ceinture s’étend du

Sénégal a I’Ethiopie et concerne 350 a 400 millions de personnes dans 21 pays.

1.8.Diagnostic bactériologique :

Apres prélevement aseptique fait avant le début du traitement antibiotique, I'examen
microscopique recherche la présence de cocci a Gram positif, de taille irréguliere, groupés en
chainettes. La culture est faite sur des milieux enrichis type gélose au sang. L'origine du
prélevement et la nature de I'hnémolyse sur gélose au sang orientent le diagnostic:

- Si le prélevement provient d'une cavité close (pus d'abces, liquides d'épanchement, liquide
céphalorachidien, urines) ou s'il s'agit d'une hémoculture, tous les streptocoques isolés peuvent
étre pathogenes méme s'ils ne sont pas béta-hémolytiques ;

- S'il s'agit au contraire d'un prélevement de gorge (angine), seuls les streptocoques béta-
hémolytiques doivent étre pris en considération. En plus il faut vérifier qu'ils appartiennent
bien aux groupes A, C ou G.

- En cas de méningite néonatale, l'agglutination de particules de latex portant des anticorps
anti-streptocoques B permet parfois d'identifier la présence d'antigene dans le LCR.

-Et enfin 1’antibiogramme viendra toujours compléter le diagnostic direct (Le Minor et
Veron 1989).

0
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1.9.Diagnostic sérologique : Il repose sur le dosage dans le sérum (serodiagnostic) des
anticorps contre les enzymes du streptocoque. L'anticorps le plus souvent recherché est
I'antistreptolysine O (ASLO) dont le taux normal est inférieur ou égal a 200 unités/ml
(Schroeter et al., 1972).

I1. ANTIBIOTIQUES
11.1.Définition :

Un antibiotique (du grec anti, contre et bios, la vie) est une substance chimique naturelle ou
synthétique, ayant un mode d’action spécifique contre les bactéries. La majorité des
antibiotiques sont des molécules naturelles, produites essentiellement par des bactéries ou
certains champignons afin d’éliminer les micro-organismes sensibles (effet bactéricide) ou
d’inhiber leur croissance (effet bactériostatique) (Kohanski et al, 2010). De plus, il existe des
antibiotiques semi-synthétiques, qui sont en fait des antibiotiques naturels modifiés par
I’addition de groupements chimiques (Prescott et al, 2010).

Il. 2. Classification des antibiotiques

Les antibiotiques peuvent étre classés en se basant sur différents critéres :

1-Origine: élaboré par un organisme (naturel) ou produit par synthése (synthétique ou semi
synthétique)

2- Mode d’action: il agit sur la paroi, la membrane cytoplasmique, la synthese des protéines
ou la synthese des acides nucléiques

3 -Spectre d’activité : liste des especes sur lesquelles les antibiotiques sont actifs (spectre
étroit ou large)

4- Nature chimique : trés variable, elle est basée souvent sur une structure de base (ex : cycle

B lactame) sur laquelle il y a hémi synthese (Yala et al., 2001).

Les antibiotiques ayant une méme structure chimiques, a 1’origine de leur mécanisme
d’action, se classent dans une méme famille ; au sein d’une méme famille, les antibiotiques
peuvent se différencier par leur spectre d’activité et sont réunis alors dans des groupes ; au
sein d’un méme groupe, ’activité antimicrobienne est identique mais les antibiotiques
peuvent se différencier par leur propriété pharmacologique ou leur tolérance (TALBERT et
al ., 2009).
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IL. 3. Principales familles d’antibiotiques actifs sur les streptocoques

A- Béta-lactamines

Les B-lactamines constituent la famille d’antibiotiques la plus utilisée en antibioprophylaxie et
en antibiothérapie (LAURENT, 2009). Cette famille comprend un grand nombre de
molécules, toutes caractérisées par une structure de base: le noyau [-lactame. Les
antibiotiques de cette famille sont bacteéricides. 1l s’agit d’une famille qui comprend 5 groupes
majeurs : les Pénames, les pénémes, les oxapenames, les céphemes et les monobactames
(Fisher et al., 2005).

Les B-lactamines ont un mécanisme d’action identique, elles inhibent la synthése du
peptidoglycane de la paroi bactérienne en se fixant de facon covalente sur certaines enzymes
responsables de la transpeptidation , étape essentielle de la synthése du peptidoglycane, ainsi

les empéchant d’assurer leurs fonctions (Pourriat et al., 2005).

B- Quinolones:

Les quinolones sont des antibiotiques synthétiques, qui dérivent de I’acide nalidixique
(Meradi et al, 2009). Toutes les quinolones actuelles présentent une structure bicyclique,
avec un azote en position 1, un carboxylate en position 3 et un carbonyle en position 4
(Faure, 2008).

Le mécanisme d’action de cette classe pharmacologique consiste en une inhibition de I’ADN
gyrase, topoisomérase Il et de la topoisomérase IV. Ces enzymes sont essentielles a la
réplication et a la transcription de I’ADN bactérien; I’inhibition par les quinolones du
complexe ADN bactérien-enzymes empéche le «surenroulement» de I’ADN, le relachement
de I’ADN «surenroulé» et entraine la séparation de la double chaine hélicoidale de I’ADN.
Les quinolones sont spécifiques a I’ADN bactérien et exercent une activité bactéricide
pendant la phase de multiplication et de repos des bactéries (Larouche, 2001).

C- Fosfomycines:

La fosfomycine est un antibiotique bactéricide atypique. Elle est produite par des bactéries du
genre Streptomyces et par Pseudomonas aeruginosa. C'est un dérivé de l'acide phosphonique.
La fosfomycine agit en inhibant la synthése du peptidoglycane. Elle blogue ainsi la synthése

de I'acide NAM qui est un composant essentiel du peptidoglycane (Moulin et al., 2002).
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D- Glycopeptides:
Les antibiotiques importants que renferme cette famille sont la vancomycine et teicoplanine.
Ces deux molécules n’agissent que sur les bactéries a Gram positif en inhibant la synthése du

peptidoglycane et donc la croissance des bactéries (MOUTON et al., 2000).

E- Macrolides
Les macrolides sont caracterisés par le cycle lactone relié aux molécules de sucres. 1l y a une
grande variété d’antibiotiques macrolides, le plus connu est I’érythromycine. Qui est un
inhibiteur de synthese de protéine au niveau de la sous-unité 50S du ribosome (effet
bactériostatiques) (Madigan et Martinko, 2007).

F- Aminosides
Les aminosides sont des antibiotiques bactéricides. lls se fixent de facon irréversible sur le
ribosome des bactéries et perturbent a leur niveau la traduction des ARNm en provoguant des
erreurs de lecture de I’ARN messager (Eric, 2008).

G- Les sulfamides
Les sulfamides caractérisent une famille d’agents antibactériens souvent utilisés pour lutter
contre certaines IU. Aujourd’hui, le principal sulfamide encore utilisé par voie orale est le
sulfamethoxazole (Moulin et al., 2005). Ils ont un mode d’action de type bactériostatique. Ils

interviennent sur la croissance bactérienne en agissant comme anti-métabolites.

« Autre antibiotiques

e La rifampicine
La rifampicine agisse en inhibant I’ARN polymérase. Elle a un spectre essentiellement gram
+ et a la propriété de pénétrer facilement dans les abces et dans les cellules. (Gaudy et
Buxeraud, 2005).

e Le chloramphénicol
Le chloramphénicol agit en se fixant a une sous-unité des ribosomes ce qui inhibe la synthese
des protéines. Il posséde un spectre d’action intéressant (bactéries Gram+, Gram-)
(AHLAM et al., 2009)

e Les tétracyclines
Les tetracyclines inhibent la synthese des protéines en se fixant sur une sous-unité des
ribosomes. Ce sont des molécules bactériostatiques a spectre trés large (gram+, gram -)
(AHLAM et al ., 2009)
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1. ANTIBIORESISTANCE

Aprés un demi-si¢cle d’utilisation des antibiotiques, 1’émergence et la dissémination de la
résistance bactérienne a cette classe thérapeutique posent un véritable probleme de santé
publique (Muller et al., 2006). L’augmentation de la résistance aux antibiotiques se traduit
dans la pratique hospitaliere par une augmentation de la morbidite et de la mortalite, des co(ts
d’hospitalisation et par I’apparition de microorganismes résistants a 1’ensemble des
antibiotiques disponibles (Goldmann et Huskins, 1997).

I11 .1.Définition:

La résistance bactérienne se définit par la capacité d’un micro-organisme a se développer en
présence d’un agent antimicrobien, dont I’action empéche ou ralentit normalement sa
croissance (NIH, 2012). Elle est dite naturelle lorsqu’elle est liée aux caractéres génétiques
normaux de I’espéce bactérienne. Elle est dite acquise lorsqu’elle atteint des souches au sein
d’une espéce bactérienne normalement sensible.

Les bactéries sont dites multi-résistantes lorsqu’a la suite d’une accumulation de résistances
naturelles et acquises, elles ne sont sensibles qu’a un nombre restreint d’antibiotiques. Elles

sont alors résistantes a plusieurs classes pharmacologiques d’antibiotiques (Yala et al., 2001).

111 .2.Type de résistances :

111 .2.1.Résistance naturelle :

La résistance naturelle a un antibiotique donné est un caractere présent chez toutes les souches
de la méme espece. Les streptocoques sont tous résistants a l'acide nalidixique, aux
polymixines et aux aminosides. Cette résistance est due a un défaut de pénétration a travers la
paroi cellulaire streptococcique. Les aminosides n'atteignent pas alors leur cible c'est a dire les
sous-unités ribosomiques 30S. La résistance naturelle fait, donc, partie du patrimoine
génétique normal du germe. (Yala et al., 2001).

111 .2.2.Résistance acquise :
Elle apparait chez certaines souches d'une espéce considérée habituellement sensible a un
ATB donné. Cette résistance résulte d’une modification génétique par mutation ou de

I’acquisition des génes transférés d’un autre micro-organisme (Davis et al., 2007).
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Une fois cette résistance est acquise, elle peut diffuser rapidement dans une population
surtout par la transmission horizontale a savoir les plasmides, les éléments génétiques
transposables et les intégrons (AFSSA, 2006 ; Guérin-Faublée, 2010 ; Scott, 2009).

I11. 3.Supports génétiques de la résistance acquise :
I11. 3.1. Résistance par mutation chromosomique

La mutation chromosomique entraine des modifications structurales pouvant se traduire soit
par un probléeme de perméabilité & un ou plusieurs antibiotiques, soit en rendant les cibles
specifiques des antibiotiques indifférentes. L'antibiotique n'induit pas la mutation mais permet
de sélectionner la souche mutante (Courvalin et al., 2001). La diffusion de ce type de
résistance est liée a la diffusion de la souche mutante (Prescott et al., 2000).
La résistance chromosomique est un phénoméne qui présente plusieurs caractéres
exceptionnels:
> Rare: puisqu’il intervient en moyenne tous les 10° & 10%° divisions de la bactérie
(Muylaert et Mainil, 2012).
» Spontanée : elle existe avant I’utilisation d’ATB et ne sont donc pas provoquées par
sa présence.
» Stable : elle se transmet verticalement aux descendances.
» Spécifique : elle ne concerne qu’un seul ATB ou qu’une famille d’antibiotiques.
Dans ce cas, la résistance a un ATB peut aboutir a une résistance croisée pour des

ATB appartenant a une méme famille (Giguere et al., 2007).

I11. 3.2 Résistance par acquisition de génes

Ce type de résistance procéde de I’acquisition de geénes de résistance par l'intermédiaire d'un
plasmide ou de transposons. Ce mode d’acquisition de resistance peut se faire selon trois
mécanismes différents dont la transduction (avec un bacteriophage comme vecteur), la
transformation (capture d’ADN parla bactérie) et la conjugaison (transfert de plasmide d’une
bactérie a une autre qui peut étre d’espece différente) (Baudry et Brézellec, 2006).

0



Chapitre | synthése bibliographique

I11. 4. Mécanismes biochimiques de la résistance
1. 4.1.Imperméabilité

Pour agir, les antibiotiques doivent pénétrer dans la cellule bactérienne. Beaucoup
d’antibiotiques utilisent les systémes de transport propres a la bactérie pour ses échanges avec
I’extérieur pour entrer (Marchou et al., 1987 ). Pour résister, la bactérie contrecarre cette
entrée de toxiques en diminuant la perméabilité de sa membrane par une inhibition de la
pénétration a travers les peptidoglycanes recouvrant la membrane plasmique chez les

bactéries Gram positives (Pages , 2004).

111.4.2.Excrétion par systéme efflux :

L’excrétion par systéme efflux est un mécanisme médié par des protéines transmembranaires
connues sous le terme de pompes a efflux ou transporteurs actifs nécessitant de 1’énergie et
utilisé par les bactéries, pour expulser a I’extérieur des métabolites et des composés toxiques
étrangers tels que des antibiotiques et d’autres médicaments. Ces pompes a efflux ont
généralement une spécificité de substrats assez large, et seulement certaines d’entre elles
conférent une résistance aux antibiotiques. La résistance provient de la réduction de
concentration en antimicrobien dans le cytoplasme de la bactérie, ce qui prévient et limite
I’acces de I’antibiotique a sa cible (Mérens et al., 2010).

111 .4.3.Inactivation enzymatique de I’antibiotique

La bactérie produit une enzyme qui inactive ou détruit I’antibiotique. L’enzyme en modifiant
le noyau actif de I’antibiotique par clivage ou par addition d’un groupement chimique,
empéche la fixation de [’antimicrobien sur sa cible et provoque une perte d’activité
(Guardabassi et Courvalin, 2006 ; Alekshun et Levy, 2007;Nikaido, 2009).1l existe une
variété d'enzyme B-lactamase capables d'hydrolyser le cycle B-lactame des [B-lactamines
(Mérensetal ., 2011).

111 .4.4.Modification ou remplacement de la cible de I’antibiotique

La cible de I’antibiotique peut étre structurellement modifiée ou remplacée, de telle sorte que
le composé antibacterien ne puisse plus se lier et exercer son activité au niveau de la bactérie.
La modification de la cible, mécanisme de résistance decrit pour presque tous les
antibiotiques (Courvalin, 2006 ; Alekshun etLevy, 2007 ; Nikaido, 2009).

0
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111 .5.Evolution de la résistance :

L’augmentation des résistances bactériennes est étroitement connectée au taux d’utilisation
des antibiotiques (Vandaéle, 2012 ; Van Den Bogaard et Stobberingh, 2000). Comme le
signale Eric Vandaéle : « Ce sont bien les usages antibiotiques, bons ou mauvais, qui sont les
seuls responsables de la sélection de la souche qui mute vers la resistance » (Vandaéle,
2012).Mais lors des derniéres années le risque est accentué vu la conjugaison de deux
facteurs: la diminution du nombre de nouveaux antibiotiques et la diminution considérable du
temps qui sépare 1’introduction d’un antibiotique en thérapeutique et I’apparition de souches
résistantes a cet antibiotique, ce qui augmente la fréquence d’apparition des résistances et
méme des multi-résistances (Henriet et Guillemot, 2000 ; Aboya Moroh, 2013).

Deux phénomeénes contribuent a la multi-résistance aux antibiotiques : la résistance croisée et
la co-résistance. La co-résistance se définit, quant a elle, comme I’existence au sein d’une
bactérie de plusieurs mécanismes conférant chacun une résistance a diverses familles
d’antibiotiques. Les génes correspondants sont souvent adjacents (physiquement liés) et
exprimés d’une fagon coordonnée (Muylaert et Mainil, 2012).

Une résistance croisée est aussi observée, lorsque plusieurs antibiotiques utilisent la méme
cible ce qui veut dire que la résistance a un antibiotique confére de la résistance a un autre
antibiotique, comme par exemple, les macrolides, les lincosamides et les streptogramines B
qui agissent tous sur le ribosome. En effet, une seule mutation au niveau de la sous-unité 50S
de ’ARNr provoque une résistance a haut niveau aux trois antimicrobiens (Muylaert et
Mainil, 2012). Parmi les nombreux cas de résistances croisées, des mutations dans les
topoisomérases type Il, gyrase ou topoisomérases 1V induisent la résistance a I'ensemble des
fluoroquinolones (Galimand et al., 2005).

I11.6 Notion de Sensibilité / Résistance des streptocoques :

Les streptocoques en général présentent une tres grande sensibilité a la pénicilline. Elles sont
également sensibles a I'ampicilline, aux macrolides, aux lincosamines, aux streptogramines A
et B, au chloramphénicol et a la vancomycine. Les CMI sont variables d'un antibiotique a
l'autre d'ou la nécessité de faire un antibiogramme standard sur toute souche de streptocoque
isolée d'infection généralisée.

D'une maniere générale, la résistance a beaucoup évolué. On a pu cependant remarquer durant
ces dernieres années que les streptocoques avaient développées certaines resistances des
antibiotiques autres que les bétalactamines. Ces résistances sont par ordre décroissant :

+¢ la résistance aux tétracyclines
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«» la résistance aux macrolides
¢ larésistance au chloramphénicol

¢ la résistance aux sulfamides et au triméthoprime (LeMinor et Veron, 1989).

&
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Notre travail a été réalisé durant la période s’étalant du mois de Janvier jusqu’au mois de Mai
2016 au niveau du laboratoire central de 1’établissement public hospitalier (EPH) de Koléa
«unité microbiologie ». 1l porte sur I’isolement et 1’identification des souches de
streptocoques ainsi que I’étude de leur antibio-résistance en réalisant une étude
cytobactériologique des différents prélévements.

1.1 Matériel :

Il. 1.1 Matériel biologique :

Notre étude a porté sur I’analyse de 1518 prélévements provenant de malades hospitalisés
dans les différents services de 1’hopital, mais aussi de malades externes. La nature des

prelévements et leurs effectifs sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau I11 : La nature des prélévements et leurs effectifs
Prélevement | Urine | Pus | Sang | Prélevement | Prélevement | Cathéter | Liquide | Liquide | LCR
Vaginale de gorge Pleurale | d’ascite
Effectif 1171 | 62 | 20 26 3 10 20 10 196

I1. 1.2 Matériel non biologique :

L ‘ensemble du matériel non biologique utilisé est présenté dans I’annexe (Voir annexe I).

11 .2 Méthodes :

I1.2.1 Meéthodes d’isolement de streptocoques a partir des différents produits
pathologiques :

Le traitement des produits pathologiques différe en fonction de la nature du prélévement.

Le prélevement est une étape essentielle du diagnostic car c’est de sa qualité que dépend
’analyse bactériologique. Il nécessite des conditions d’asepsie et de stérilité.

Le prélevement doit étre transporté a température ambiante (25°C) dans les plus brefs délais
au laboratoire. En cas de transport long, les prélévements seront conservés dans une glaciére a
4°C (Diensaert ,2005).
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A. Prélévement des urines

» Cas général habituel :

» Le prélevement est effectué le matin, aprés restriction hydrique la veille. Aprés
désinfection soigneuse de la région génitale avec un antiseptique, le patient élimine le
premier jet, puis recueille quelques millilitres d’urines dans un pot stérile (REMIC,

2004).

» Cas particulier (nourrisson) :

Chez le petite enfant, un collecteur stérile spécifique est utilisé. Ce dispositif a usage unique

adapté a I’anatomie, se pose apres désinfection soigneuse du périnée.

B. Prélévement de sang

Le sang est recueilli dans des flacons contenant un bouillon de culture adapté. L’hémoculture
est une technique permettant la recherche des bactéries dans le sang par examen
bactériologique (Kamoun, 2002). Elle correspond a une série de plusieurs flacons (minimum
2) issus d’une méme ponction veineuse en cas d’une pique de fiévre inexpliquée. Les flacons
d’hémocultures sont incubés a 37°C dix jours, repiqués au moindre signe de Positivité
(trouble, hémolyse, coagulation, voile a la surface du sang) sur des milieux de culture adaptés
(Vouboudrolle, 2007).

C. Prélévement de Pus :

Le pus est un exsudat pathologique liquide et opaque sécrété par les tissus cellulaires d’un
organe enflammeé, il résulte de la migration rapide des polynucléaire neutrophiles vers le site
contenant les bactéries pathogenes et dont I’odeur et la consistance varie selon ’agent de

I’agression (Pelouze et Fermy, 1998).

Le prélevement de pus doit se faire aprés une désinfection des berges de la plaie au sérum

physiologique en faisant attention a la flore locale. On procede de la maniére suivante :

¢ A T’écouvillon : en faisant fourrer I’écouvillon sur le pus directement.

% A laseringue : aspiration douce en évitant de faire des bulles.
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D. Prélevement de LCR :

La ponction lombaire est réalisée avec une seringue dans des conditions d’asepsie rigoureuse.
La quantité moyenne de LCR suffisante pour la majorité des examens a réaliser est de 3 ml,
recueillie dans des flacons secs et stériles, conservé a la température ambiante et examiné des

son arrivée au Laboratoire (Meredith et al., 1997).

E. Prélevement des liquides de ponctions :

En plus de LCR et du sang il existe d’autres liquides internes normalement stériles qui sont
toujours présents et jouent un role intégral dans la fonction biologique normale du corps
humain qui sont les liquides de ponctions. Ces derniers sont situés dans des différentes
localisations dont les plus étudiés sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau 1V : Les principaux liquides internes et leurs localisations (Murray et coll, 1995).

Liquide Localisation

Liquide de ponction articulaire ou synoviale | articulation

Liquide pleural cavité pleurale
Liquide d’ascite la cavité abdominale.
Liquide péricardique cavité péricardique

Le prélévement nécessite des conditions d’anaérobioses et se fait a 1’aide d’une seringue

bouchée stérilement et hermétiquement (Flandrois et Chomarat, 1988).

F. Prélévement des cathéters :

Selon la norme AFNOR NF S 90-040, les cathéters veineux périphériques courts sont des
«tubes en matiere plastique ou en ¢élastomere, d’une longueur inférieure ou égale a 80 mm,
introduits par effraction dans le systéme vasculaire pour une durée limitée dans le temps ».
Cet examen doit étre réalisé lorsqu'une infection sur cathéter est suspectée (signes locaux
et/ou généraux). Dans ce cas, dautres prélevements doivent également étre réalisés
(écouvillonnage d'une suppuration locale, hémocultures (Pilly, 2002).

G. Prelévement de gorge :

Il est fait a I’aide de deux écouvillons en frottant sur la surface de chaque amygdale, sur la
muqueuse pharyngée et sur toute surface d’aspect pathologique, et cela en éliminant au

maximum les contaminations salivaires (REMIC, 2004).



https://fr.wikipedia.org/wiki/Pl%C3%A8vre
https://fr.wikipedia.org/wiki/P%C3%A9ricarde
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H. Prélevement vaginale (PV) :

Les sécrétions vaginales sont normales lorsqu’elles sont indolores de couleur claire ou
laiteuse, qu’elles ne provoquent ni irritation ni brulure et ne raidissent pas le linge .Mais si

elles deviennent trés abondantes, purulentes, malodorantes ou douloureuses, elles sont

généralement le signe d’une infection (ANONYMEG ,2007). Dans ce cas, les femmes sont
sensees de faire un PV, qui permet I’isolement d‘une espéce bactérienne ou fongique

responsable d’une vaginite (Pechere et al, 1983).

Le PV s’effectue par écouvillonnage simple de la cavité vaginale, c’est-a-dire que celui-ci
doit balayer I’exocol, les culs-de-sacs vaginaux et impérativement la paroi de la moitié
inférieure du vagin, I’orifice vulvaire et la vulve pour charger au maximum 1’écouvillon de

secretions vaginales (Anaes, 2001) (voir figure 4).

Figure 4 : Ecouvillon pour prélévement vaginale

I1.2.2. Techniques d’identification
11.2.2.1.Examen macroscopique :

Il s’agit d’observer 1’aspect, la présence d’un trouble, consistance, couleur ainsi que la
viscosité, qui peut nous apporter les premieres informations sur la présence d’une infection ou

non.

11.2. 2.2. Examen microscopique :

» Examen a I’état frais :
C’est un examen qui se fait entre lame et lamelle ou sur Cellules de Malassez .
L’observation se fait au microscope photonique a 1’objectif 40 et il présente un double

intérét :

E
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-Une appréciation quantitative : numération des hématies et leucocytes.
-Une appréciation qualitative :

e Renseigne sur la morphologie et la mobilité des bactéries vivantes.

e _.Constate 1’état des cellules : elles peuvent étre intactes ou altérées

» Examen microscopique apres coloration :

A- Coloration de lazarus : Le liquide de LAZARUS est un liquide de lyse des érythrocytes,
permettant la dilution et la numération des leucocytes (Schuller et Sagar, 1981). Quand le
LCR est trouble, une dilution dans le liquide de LAZARUS est nécessaire.

11.2.2.3. Mise en culture :

Apres le séchage des milieux coulés en boites de pétri, on stérilise la paillasse a 1’eau de javel
et on allume le bec bunsen. On ensemence les prélevements bactériologiques dans les milieux
de cultures (gélose nutritif, gélose au sang frais, gélose au sang cuit, Hektoen, Chapman).
A-Urine :

L’analyse des urines se fait selon la méthode de Kass, 1’urine est diluée a 102dans 1’eau

distillée stérile, puis ensemencée sur gélose nutritive par inondation (Djennane et al., 2009).

B-Pus, PV et Prélevement de gorge :

L’ensemencement se fait par la méthode des quadrants sur les cinq milieux, on utilisant
I’écouvillon du prélevement .I’ensemencement se poursuis a 1’aide d’une pipette pasteur
stérile en faisant des stries serrées. Ce qui permet d’isoler les différentes bactéries contenues

dans un prélévement.

C- LCR, Sang et Autres liquides :
L’ensemencement se fait par la méthode d’inondation qui consiste a prélever un volume
défini et le déposé sur la surface des cing milieux, puis étalé le dépot a I’aide d’un réteau

stérile en faisant tourner la boite.

D- Cathéters :
La culture se fait selon la méthode quantitative simplifiée qui consiste a couper et immerger le

cathéter dans quelques millilitres de BGT, puis a agiter mécaniquement pendant 1 min pour
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en détacher les bactéries. Le liquide est ensuite diluée a 107,102 puis mis en culture sur

GSC, GSF et ensemencé par inondation (Brun Buisson et al , 1987).

v Incubation :
Les milieux ensemencés sont incubés a 1’étuve avec des particularités :
-La GN et HK sont incubés a 37 °C pendant 24 heures.
-Les GSC et GSF sont également incubés a 37 °C pendant 24 a 48 heures mais dans une

atmosphere enrichie en CO2 a I’aide d’une jarre vidée de I’oxygene.

11.2.2.4. Identification

A-ldentification macroscopique :

v' L’observation de I’aspect morphologique des colonies bactériennes, de leurs
pigmentations, de leurs odeurs et de leurs caractéristiques de croissance permet
d’effectuer une premiére caractérisation, avec une orientation possible des résultats au
cours de I’identification.

v" Pour les cultures polymorphes : les différents types de colonies sont purifiés par un ré-
isolement.

v" Pour les cultures monomorphes on proceéde directement a 1’identification.
Type d’hémolyse :
Principe :

D’aprés COUTURE (1990), cette rechercher a pour but la mise en évidence de I’activité
hémolytique et la différentions des bactéries alpha —hémolytique e béta— hémolytique. La
capacité de certains streptocoques de lyser les hématies, la dimension et I’aspect de la zone

d’hémolyse dépendent de I’hémolysine €élaborée par la souche (streptolysine).

Mode opératoire :

On ensemence la souche a étudier sur une boite de gélose au sang a 10% par la méthode de

stries, puis on I’incube dans une étuve réglée a 37° pendant 24heures.
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Lecture :

% Streptocoques Béta- hémolytiques : on observe un anneau transparent autour des
colonies, qui indique une hémolyse compleéte des hématies, elle s’observe

habituellement chez les souches de Streptocoques des groupes A, B, C, D, F, et L

% Streptocoques alpha- hémolytiques : on observe un anneau vert foncé, plus un
anneau vert claire, qui indique une hémolyse partielle des hématies (Streptococcus

viridans , Streptococcus pneuminiae) .
B- Identification microscopique :

» Coloration de Gram (double coloration) :

C’est une coloration différentielle qui permet de diviser les cellules bactériennes en deux
groupes selon leurs affinités pour les colorants et liée a la structure générale de la paroi
cellulaire.

Principe :

Cette coloration permet une meilleure appréciation de 1’aspect morphologique des bactéries et
leur mode de regroupement, la coloration différentielle de Gram repose sur la composition de
la paroi bactérienne en protéines et en lipides, la composition de la paroi bactérienne des

Gram+ et des Gram- est représentée dans le tableau suivant (Tableau 1V)

Tableau V : Composition des parois bactériennes (Gram+, Gram-) en protéines et en lipides
(Joffin et Legrel, 2001).

Paroi des Gram (+) Paroi des Gram (-)
Lipides + +++
Protéines +++ +

+ : Faible présence, +++ : Forte présence

Mode opératoire :
- Déposer au centre d’une lame propre une goutte d’eau physiologique.
- Prélever une petite colonie bien isolée et la déposer sur la goutte puis 1’étaler avec un

mouvement circulaire.
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- Fixer a la chaleur.

Le tableau VI résume les différentes étapes de la coloration de Gram :

Tableau VI : Principales étapes de la coloration de Gram.

Coloration Mode opératoire Temps d’agir

Coloration primaire Recouvrir le frottis par le 1 min
violet de Gentiane, puis

rincer a ’eau

Mordangage Recouvrir la lame avec 30 secondes

le Lugol puis rincer a I’eau

Décoloration Décolorer la lame par 20 secondes
I’alcool (75°C) ensuit
rincer

Coloration secondaire Recolorer par la 1 min

Fuchsine puis rincer a

I’eau

-Apres avoir sécher la lame, ajouter une goutte d’huile a immersion et observer au microscope
optique a I’objectifx100

Lecture (voir figure 5) :

- Les bactéries a Gram(-) sont colorées en rose.

- Les bactéries a Gram(+) sont colorées en bleu violacé

Figure 5 : Coloration de Gram de streptococcus spp




Chapitre II matériel et méthode

C- Identification biochimique :

En plus des caracteres morphologiques, 1’identification est aussi effectuée sur la base de
quelques caractéres biochimiques :
% Test de Catalase

Le catalase est une oxydoréductase intervenant dans le mécanisme de résistance a la
bactéricide (Chaala, 2013). Ce test permet de différencier les staphylocoques des
streptocoques.

Mode opératoire : A partir d’un isolement, une petite quantité de culture bactérienne est
prélevée ; puis placée sur une lame, on fait réagir la colonie dans 1 goutte de peroxyde

d’hydrogéne (H202).

La lecture (voir figure 6) :
Une réaction positive se traduit par le dégagement de bulles de gaz (oxygéne), la réaction se

fait selon 1’équation :

Catalase
o

2H20+02

’Smp

2H202

-

4

Figure 6 : Test de catalase

)
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s Test d’esculine

Principe :

L'esculine est un hétéroside (molécule composée d'un ose associée a une structure non
osidique). L'hydrolyse de I'esculine, catalysée par une 3-glucosidase : I'esculinase, est un des
critéres usuels utilisé dans l'identification différerentielle au sein de nombreux genres
bactériens, notamment les pseudomonas et les streptocoques. Les SGD ont la possibilité
d’hydrolyser 1'esculine en aglycone qui en présence de sels de fer donne une coloration noire
(Carbonelle et al., 1987).

Mode opératoire : La gélose a I'esculine est ensemencée par pigdre centrale dans le culot, et

incubée a 37°C.
Lecture (voir figure 7) :

» Pas de virage de couleur, pas d’hydrolyse de 1’esculine : esculine -

» Virage de couleur avec une forte coloration noire, hydrolyse de 1’esculine : esculine +

Figure 7 : Test d’esculine

7

+« Sensibilité a I'optochine :

Principe :

Les streptocoques résistent a l'optochine (chlorhydrate d'ethylhydrocupréine) sauf les
pneumocoques, c’est a dire que les streptocoques a 'exception des pneumocoques poussent

jusqu'au contact des disques.

5
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Mode opératoire :

Une boite de GS est inoculée avec le germe isolé (comme pour la réalisation d'un
antibiogramme).

On dépose un disque imprégné de 5 pg d'optochine.

Apres incubation & 37°C pendant 18 heures, on recherche I'existence ou I'absence d'une zone
d'inhibition.

La lecture (voir figure 8) :

-Pour les pneumocoques, on observe une zone d'inhibition supérieure a 15 mm.

-Les autres streptocoques : absence de la zone d’inhibition.

Figure 8 : Sensibilité a I’optochine (originale)

D- Identification antigénique :

% Test d’agglutination par pastorex Streptococcus :

Principe

Le pastorex-strep est un test d’agglutination sur plaque, qui utilise une méthode simple
d’extraction enzymatique de D’antigéne spécifique du groupe contenu dans la paroi.
L’antigéne extrait est identifié par des particules de latex sensibilisées par un anticorps anti —

antigéne du groupe de streptocoques (Joffin et al., 1998).
Mode opératoire :

Le pastorex- strep s’applique sur les colonies de streptocoques béta hémolytiques isolés sur
gélose au sang cuit ou frais

e Mettre 10 gouttes d’enzyme d’extraction dans un tube a hémolyse.
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e Prélever 5 a 10 colonies pures de streptocoque et les dissocier dans 1’enzyme.

e Incuber a 35°C pendant 15 a 45 min.

¢ Identification du groupe :

1) Déposer une goutte de chaque latex dans ces cercles de la carte d’agglutination.

2) Ajouter a I’aide d’une pipette pasteur stérile une goutte d’extrait d’inoculum dans
chacun de ces cercles.

3) Mélanger a I’aide d’un batonnet le contenu de chaque cercle (un batonnet distinct pour
chaque cercle)

e Agiter la carte par rotation pendant une minute au maximum (voir figure 9).

Figure 9 : Les étapes de test d’agglutination par pastorex Streptococcus

Lecture : (voir figure 10)

-Test positif : I'apparition d'une agglutination visible en moins de deux minutes.

-Test négatif : suspension homogéne

Figure 10 : Test d’agglutination (original)

E
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11.2.3. Antibiogramme :

Nous avons testé la sensibilité de toutes les souches identifiees vis-a-vis a différents ATB par
la méthode de 1’Antibiogramme standard par diffusion sur gélose Muller Hinton (MH) au
sang selon les recommandations du Comité Frangaise de 1’Antibiogramme de la Société

Francaise de Microbiologie (Communiqué du CFA-SFM, 2012).

Mode opératoire

- Un inoculum : est préparé a partir d’une culture pure de 18 heures sur quelques colonies
bien isolées et parfaitement identiques. Ces colonies sont raclées a 1’aide d’une pipette,
déchargée dans 5 ml d’eau physiologique stérile a 0,9% (Aouati, 2009).

-La suspension bactérienne est bien homogénéisée et ajustée jusqu’a atteindre une opacité
équivalente a 0.5 McF. Elle est ajustée en ajoutant, soit de la culture a la suspension
bactérienne, soit de 1’eau physiologique stérile (CASFM, 2010).

-L’ensemencement doit se faire dans les 15 mn qui suivent la préparation de I’inoculum. Un
écouvillon stérile est trempé dans la suspension bactérienne, essoré en le pressant fermement
sur la paroi interne du tube afin de le décharger au maximum, puis frotté sur la totalité de la

surface gélosée séche, de haut en bas, en stries serrées (CASFM, 2010 ;Bocquier, 2013).

-L’opération est répétée trois fois en tournant la boite de 60° & chaque fois, sans oublier de
faire pivoter I’écouvillon sur lui-méme. L’ensemencement est fini en passant I’écouvillon sur
la périphérie de la gélose. L’écouvillon est rechargé a chaque fois qu’une boite de Pétri est

ensemencée (Chaala, 2013).

-Déposer les disques d’antibiotiques (maximum 6 pour une boite de 90mm) a la surface de la
gélose en les appliquant délicatement a la pince stérile (Bocquier, 2011). lls sont espacés de
24 mm, centre a centre (Chaala, 2013).

-Chaque disque d’antibiotique est appliqué a I’aide d’une pince stérile ou a 1’aide d’un
distributeur. Une fois appliqué, le disque ne doit pas étre déplacé. Les boites sont ensuite
incubées immédiatement pendant 18 heures a 37°C.

La lecture :
On mesure a 1’aide d’un pied a coulisse les différents diametres des zones d’inhibition

obtenus autour des disques d’antibiotiques dont les boites de pétri sont ouvertes et bien




Chapitre II matériel et méthode

éclairée. L’interprétation en sensible (S) ou résistante(R) est effectuée selon les criteres
définis par le CFA-SFM (Communiqué du CFA-SFM, 2012).
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Conclusion

Les streptocoques sont parmi les bactéries les plus impliquées en pathologie humaine
et les infections qu'ils provoquent restent parmi les plus sévéres des maladies bactériennes. La
thérapeutique actuelle dispose d'un grand nombre des ATB tres efficaces sur ces
streptocoques. Mais sur certaines d'entre elles on assiste de plus en plus a I'apparition de
souches résistantes du fait d'une utilisation inadéquate et de la remarquable aptitude de ces
souches a s'adapter a ces molécules. C’est pourquoi une bonne connaissance de profil de
résistance des streptocoques est indispensable pour orienter le clinicien dans I’antibiothérapie
de ces maladies.

Notre travail consiste a I’isolement et I’identification des souches de streptocoques

ainsi que 1’étude de leur antibio-résistance. Il a conduit aux résultats suivant:

> Sur la période d’étude, 21 souches des streptocoques ont été isolées. Les résultats
d’identification des germes révelent la prédominance de streptococcus spp (57.14%),
suivie par les streptocoques du groupe D (19.04%) et les streptocoques du groupe B
(14.28%). Alors que les streptocoques du groupe A et S.pneumoniae ne présentent que
4.76% des souches isolées.

> Sur les 21 souches isolées, 38.09% proviennent de prélévements vaginaux, 33% de
pus, et 23.8% d’urines. Dans notre étude, le nombre de prélévements de LCR est le
plus faible (4.76%).

> Le sexe feminin est le plus touché par les infections streptococciques (76%) par apport
au sexe masculin (24%) avec un sexe ratio F/H de 3.17.

> Nos résultats montrent une prédominance des souches communautaires (67%) par

rapport aux souches hospitalieres (33%).

Les résultats d’antibiogrammes des souches isolées vis-a-vis quelques antibiotiques de
différentes familles sont décrits. La majorité des souches isolées présente une résistance
accrue vis-a-vis les antibiotiques testeés principalement a la tétracycline, 1’érythromycine et la

clindamycine.

La résistance bactérienne est générée par I'hnomme, par un mauvais usage des
antibiotiques prescrits soit inutilement, soit incorrectement. La meilleure fagon de
combattre ce probléme majeur, c’est de mener des campagnes de sensibilisation pour un

bon usage des antibiotiques.

-
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Quelques perspectives se dessinent a la lumiere des résultats obtenus :

» Vu le faible effectif de nos échantillons (21 prélevements) et de la courte durée de la
présente étude, nous suggérons la conduite d’une étude de plus grande envergure

» D’autres études doivent étre mené a 1’avenir, réguliérement et continuellement, afin de
mesurer I’ampleur de phénomeéne de résistance aux ATB et pour que les personnes
concernées prennent les décisions adéquates avant le dépassement du point de non
retour.

> Des éetudes sur le plan génétique peuvent consolider les travaux menés sur la
résistance des streptocoques aux antibiotiques et doivent voir le jour pour mieux

comprendre ce probléme et y remédier.
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Annexes

Annexe I:
Matériel non biologique

a. Verreries et autres :
-Pince

-Ecouvillon en coton
-Tubes & essai stériles
-Pipettes pasteur
-Anse de platine
-Lames et lamelles
-Boite de pétri

-Poire d’aspiration
-Portoirs pour les tubes

-Tubes secs stériles
-Cellules de Malassez

-Disques d’antibiotiques

b. Appareillage :
-Microscope optique
-Etuve

-Bec bunsen
-Réfrigérateur

-Pied a coulisse

c. Milieux de culture :
-Gélose nutritive
-Gélose Chapman
-Gélose au sang cuit

-Gélose au sang frais
-Hektoen

-Milieu Muller Hinton
- Milieu Muller Hinton au sang



d. Solutions stériles et réactifs :
-Violet de gentiane 1%

-Lugol 10%

-Alcool a 90%

-Huile a immersion stérile
-Fuschine 1%

-Eau oxygénée

-Eau physiologique stérile

-Eau de javel



Annexe Il :

Composition des milieux de culture :(formules en g/l)

Compositions :

Aspect des milieux

Gélose nutritive : (GN)

Peptone........oooviiiiiii 10g
Extraitde viande.................ocoeiiiiiinn.n. 39
Extraitde levure...............cooevviiiiiiiininnn, 39
Chlorure de sodium..............ccovviiviiinnnnnn. 59
AT o 19
PH =75

Gélose Muller Hinton :

-Infusion de viande de boeuf déshydratée....300g

-Hydrolysat de caséine.......................... 17.5¢
-Amidonde mais............ooeiiiiiiiiiiiinn.. 1.59
SAAT. . 13g
-Eau distillée....................o 1000ml

pH=7,4




Gélose Muller Hinton au sang

- Magnésium..........ccooevniiennincneeee,

-Eau distillée.....oooooee e

- Sang de mouton a 5%........ ...........eeeae

Gélose Chapman :

-Peptone......oooiiiii 11,09
-Extrait de viande..................oon 109

-Chlorure de sodium ........................... 75,09
-Mannitol.............o 10,09
-Rougedephéno ...................c 0.025¢g
SAAT. 15,09
-Eau distillée............covviiiiiiiint. 1000ml

pH=71




Gélose Hektoene :
Peptone pepsique de viande ..................... 159
-Extraitde viande ... 39

-Extrait de levure...............cooeieiiiiiiiien .30

SLactoSe ..t 12g
-Salicine ..o 29

-Saccharose.........c.ooooeiiiii 129
-Chlorure de sodium ........cccceovieiinciiien 5¢

-Sels biliaire .......ooovvviiiiiiiiii 4q
-Bleu de Bromothymol........................ 0.064
-Fuchsine acide....................o. 0.1

Gélose au sang :

-Mélanges spécial de peptones......... 23¢9
-Amidon.......oiii 1,0g
-Chlorure de sodium.........cccceevenee. 5,09
SAZAT. 10,0g

- Sang de mouton....................... 50ml
-Eau distillée....................ool. 1000ml

pH=7,3




Gélose au sang cuit:

-Peptone de

VIANAC. ..ot e, 10g

Peptone de cas€ine..........ccccceeveeerieeecieeernreeennen. 59

-Extrait de levure................cccviiieiiieeiennnnn. 3¢

-Chlorure de sodium ..............ccceeeeeieeienee.nn. 59

SAGAN 189

pH=6,9

Esculine

-Peptone de viande............cccceeveieiiececie s 5¢

-Extrait de viande..........c.cccovevviie i 39 i =
-Bile de boeuf.........c.ccooeeeiiii e, 409 -;- -
“ESCUlINE. ..o 19

-Citrate de fer......ccooovvvevvivieie e 0,59

SAAGAN 14,5¢

pH final = 6,6




Annexe Il :

Figurel6 : la culture de streptocoque sur milieu gélose au sang (originale).

Figurel7 : Antibiogramme de streptocoque sur milieu MH au sang (originale).



Tableau XI : La liste des antibiotiques a testé pour les streptocoques.

Les antibiotiques Béta- Alpha et non S.pneumoniae
hémolytique hémolytique
Peénicilline + - -
Ampicilline + + -
Erythromycine + + +
Clindamycine + + n
Pristinamycine + + +
Tétracycline + + ¥
Levofloxacine + + +
Vancomycine + + I
Chloramphénicol + + +
Gentamycine + + -
Rifampicine + + +
Céfotaxime - + ¥
Oxacilline - - I
Amoxicilline - - +
Imipenéme - - ¥
Triméthoprime+sulfamithoxazole | - - +
Fosfomycine - - +
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