A &) Zodal jaaall Ay il 3l 4y ) geaand )
REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE

| bl il 5 Ml el sl 35
MINISTERE DE L'ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE

Université des Fréres Mentouri Constantine Al (5 ) i 5 AY) dadla
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie slall g Zaphall & gle A4S
Département : Microbiologie L ol g g sSaall 1 andd

Meémoire présenté en vue de I’obtention du Dipléme de Master
Domaine : Sciences de la Nature et de la Vie
Filiere : Sciences Biologiques
Spécialité : Microbiologie Générale et Biologie Moléculaire des Microorganismes

Intitulé :

Résistance aux antibiotiques et identification des sérotypes
circulants des souches de Streptococcus pneumoniae

Présenté et soutenu par : CHAABNA Sara Le : 20/06/2016
NINI Fatima Zohra

Jury d’évaluation :

Président du jury : OULMI Lamia (MCB - UFM Constantine).
Rapporteur : HECINI Abla (MCB - F. Med Constantine 3).

Examinateur : BOUZERAIB Latifa (MAA — UFM Constantine).

Année universitaire
2015 - 2016



Table des matiéeres

Remerciements
Dédicaces
Liste des abréviations
Liste des annexes
Liste des figures
Liste des tableaux
Résumes
Page
INErOAUCTION. ...t e e se e L

REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

L GBI Al S, . ettt 4

1.1 Historique et dénomination ............c.ooiiriiiit e e 4
A O - | T o] o 4
L3 HADIAL .o 4
LA EPIAEMIOIOGIE . .oeeeeeee et e 5
I S e oY o | PSPPI 5
T I = 0 5710 [0 PSP 5
1.4.3 FaCtEUIS TaVOIISANTS. ...\ttt ettt e e et eeee e 5
1.4.4 Epidémiologie deSCriptiVe ..........ouiieiii e 5
1.5 Caracteres bacteriologiqUES .........o.viririiit e 6
1.5.1 Caracteres morpholOgiQUES. ......ccouinit it e 6
1.5.2 Caracteres CUMTUTAUX .......ouieie it e eaes 7

1.5.3 Caracteres bioChIMIQUES ... e, 8



1.5.4 ASPECE GENBLIGUE. . ...ttt e e 9

1.6 1dentifICALION. .. ..o 9
1.6.1 Identification par méthodes conventionnelles ..., 10
1.6.2 Identification par méthodes moléculaires..............cooooiiiiiiiiii 11
2. Facteurs de pathogénicité, pouvoir pathogéne et physiopathologie............................ 11
2.1 Principaux facteurs de pathOgéniCite. ... ..o e 11
2.1.1 Polysaccharides CapSUIAINES. ..........ouirint e 12
2.1.2 Par0i DaCterienNe ........oeitit it 13
2.1.3 Protéines PNeUMOCOCCIGUES ... . uiurtitit ettt et et et et e et e e e e e e e e 13
2 L A Pl 13
2.2 POUVOIT PAtNOGENE. ... et e e 14
2.3 PhySIiOpatnOlOgie. ... ..o 15
3. Résistance de S. pneumoniae aux antibiotiqUes .............oooiiiiiiiii i, 16
3.1 Historique et épidémiologie de 1a réSIStanCe ..........coovvriniiiiiiiiee e 16
3.2 MECaniSmMeS A& FBSISTANCE. ... ...ue ettt e e aiees 17
3.2.1 Mécanismes de résistance aux béta-lactamines .................cooiiiiiiiiiiiii 17
3.2.2 Mécanismes de résistance aux macrolides ..............coooiiiiiiiiiiiiiiiii 17
3.2.3 Mécanismes de résistance aux fluoroquinolones..................cooiiiiiiiiiiiiniiiinn . 18
3.2.4 Mécanismes de résistance aux autres antibiotiques................ocooviviiiiiiiinnenn.n. 18
= (0] 01 PRI 20
4.1 ClasSification 08S SEIOTYPES. ... .t ittt et e e e e 20
4.2 DisStribUtion 08S SEIOLYPES. ...\ vttt 21
5. Vaccins antipneUMOCOCCIGUES. ... ...uut et eetteetet et et ete e e e et e e e e et eneeaenneeaeeenene 21
5.1 Le vaccin polyosidique 23- Valent....... ..o 21
5.2 Le vaccin heptavalent conjugué PCV 7. ..o 22

ST B 23115 14 1<) 1 22



MATERIEL ET METHODES

1. Lieuetdurée dutravail ...........ooii i 23
2. Origineg dBS SOUCKES. ... ettt e, 23
3. CONSEIVALION ..ottt et e 24
4, 1501EMENT BT CUITUIE. ...\t e e e 24
5. Identification des souches par les méthodes conventionnelle ................................... 25
5.1 EXaMeN MACrOSCOPIGUE. ... eneneette et et et et et et et et et et e et e e e e e e e e e naaas 26
5.2 Examen microscopique aprés Coloration de Gram.............cccovviniiiiiiiiieieeeea, 26
5.3Testde 1a Catalase ........c.ouiniirinie e 26
5.4 Testde lyse par les sels hilaires. ..o e 26
5.5 Test de sensibilité @ Poptochine. .........ooviiiiiiii e 27
6. Détermination de la sensibilité aux antibiotiques. ... 27
6.1 Antibiogramme Standard ........ ..ottt 27
6.2 Détection de la résistance aux béta-lactamines.............c.coooeiiiiiiiiiiieee 29
6.3 Détection des souches de sensibilité diminuée aux fluoroquinolones ........................ 29

6.4 Test de caractérisation des phénotypes de résistance aux macrolides...........................30

7. Détermination de la concentration minimale inhibitrice des béta -lactamines (CMI)....... 30
7.1 Détermination de la CMI par E-test. ... ..o 30
7.2 Technique de dilution €N g&IOSE. ........ovitie i e 32
SIS T=1 (011 o - 1o PSPPI 35

1 0dentifICALION. ... e 36
1.1 Examen macroscopique des COIONIES ..........coviiriii i 36
1.2 Examen Microscopique aprés coloration de Gram...........coooeveiiiiiiiiiiiiniiinieeeenns 36

1.3 Résultats de 1’identification par méthodes phénotypiques............ccoveeeeiiiiiniiinninnn... 37



2. Profil €pidemiolOgiqUE. .. .. ..ot 38

2.1 Répartition des souches de S.pneumoniae selon lasaison..................cooevviiiininn.n. 38
2.2 Répartition des souches de S.pneumoniae selon la nature du prélévement................... 39
2.3 Répartition des souches de S.pneumoniae selon le Sexe...........coevieiiiiiiiiiiiiinnnn.. 40
2.4 Répartition des souches de S.pneumoniae selon le service clinique........................... 41

2.5 Fréquence des infections a S.pneumoniae en fonction de la nature de I’infection et de

(S 42
3. Résistance aux antibiotiQUES. ..........ooiuinie i 44
3.1 Résistance alapénicilline. ... .. ..o 44
3.2 Résistance aux autres béta-lactamings............ccooviiiiiiiiii i 46

3.3 Résistance aux macrolides et apparentes. ... .......c.oiiiriniiii i, 48
3.4 Résistances aux autres antibiotiqUues. ..........c.oiiiiiiii 49
3.4.1 Résistance aux fluoroquINOIONES. ..........c.oiirii e 50
3.4.2 Résistance a la vancomycine et a la rifampicine.....................coc, 51
3.4.3 Résistance a la tétracycline et au cotrimoxazole ..............ccooeviviiiiiiiiiieeeee 51
3.4.4 Résistance au chloramphénicol.............oooii i 51
3.5 Résistance associée et MUItIréSIStanCe ............c.ooiiiiiiiiiiiieeeeee e 52
4, S.PNEUMONIAE BT SBIOTYPES. ...ttt ettt ettt e et e et e et e e e e e 54
4.1 Résultats du sérotypage par le test d’agglutination au latex....................ccoeveeininn... 54
4.2 Distribution globale des SErotYPeS .........orinii i 54
4.3 Distribution des sérotypes en fonction de I’age ...........cooiiiiiiiiiii i 56
4.4 Distribution des sérotypes en fonction de I’infection.............ccoooviiiiiiiiiiiiiiiinn.. 57

4.5 Relation sérotype — résistance et fréquence des sérotypes des souches de sensibilité
diminuée ala péniCilline ...... ... 59

4.6 Serotypes et MUILIFESISTANCE. .. .. ..o e e 60

5. Sérotypes et COUVErtUre VacCiNale.............oooiiiii e 61



CONCLUSION ET PERSPECTIVES...
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES
ANNEXES



Remerciements

Au Nom de Dieu, le Tout Miséricordieux, le Trés Miséricordieux

Nous remercions Dieu Le Genéreux, Le Tout Puissant qui a enseigné a I'homme
ce qu'il ne savait pas et qui nous a honoré d’étre parmi ceux qui savent lire et écrire, Dieu
q p q p q

merci de nous avoir donné le courage et la patience pour achever ce travail.

C’est avec sincérite que nous remercions notre encadreur Mme HECINI-
HANNACHI. A, qui nous a honorées en acceptant de diriger ce travail, pour ses
encouragements, ses conseils, sa disponibilité et surtout pour sa patience dans l’encadrement
de ce mémoire. Merci Madame d’avoir consacré autant d’heures pour les corrections de ce
manuscrit, veuillez trouver ici toutes les expressions de notre profonde gratitude et nos

sentiments de respect.

Nous remercions vivement ceux qui nous ont fait I'nonneur de leur présence et

qui ont sacrifié leur temps pour juger ce travail.

Nous tenons a remercier Mme OULMI. L, pour nous avoir fait [’honneur de

présider ce jury.

A Mme BOUZERAIB. L, qui nous a fait I’honneur de participer a ce jury et

d’examiner notre travail, merci pour le temps que vous y avez consacré

Nous voudrions présenter nos remerciements et notre gratitude au chef de
service de Microbiologie du CHU de Constantine Mr Benlabed. K pour nous avoir accueilli

dans son laboratoire.

A Mme Bentchouala .C professeur au service de Microbiologie du CHU de
Constantine pour son soutien dans la réalisation de la partie pratique.

Nous tenons a adresser un immense merci au Doctorant Dib. M qui nous a

beaucoup aidées et soutenues.

A tous nos enseignants du département de Microbiologie, qui nous ont transmis

le godit de I'étude.

A toute I’équipe du service de Microbiologie du Centre Hospitalier Universitaire
Benbadis de Constantine : Karima, Salwa, Hanifa...aussi Yassmine, Hadjer, Leila ...Merci

chaleureusement pour [’ambiance et surtout pour vos conseils.




~ Dédicaces ~

Je dédie ce mémoire a :

Ma tres chére Maman « Fatiha » ma source de vie, de force, de joie... Toi Maman qui a fait
de moi la Femme que je suis aujourd’hui, vraiment je ne trouve pas comment exprimer mes

sentiments envers Toi.

Mon trés cher Papa « Hacéne », merci pour ton soutien permanent dans mes études et dans
ma vie, ta confiance en moi, tes encouragements et ton amour, que Dieu vous garde et vous

accorde une longue vie insh’ALLAH.

Mon trés cher frére « Chouaib » et sa femme « Sara » merci infiniment pour vos

encouragements et pour tout ce que vous faites pour moi.

Ma tres chere sceur « Halima » et son mari « Hamza », ma sceur tu €s vraiment un cadeau
pour moi dans ce bas monde, ta valeur est inestimable, je te dis merci pour ton amour

inconditionnel.
Mes chers « Seif-Eddine » et « Abd-Rahime » je vous aime beaucoup, vous étes adorables.

Mes enseignants de [’école primaire jusqu’a [ 'université dont les conseils précieux m’ont

guidée ; qu’ils trouvent ici ['expression de ma reconnaissance.

Mes amies, je ne vous oublierai jamais : Meriem, Hayet, Manel, Manar, Khadidja, Assia « la
physicienne », Bassoum, Khoukha, Yousra, Assita ... nous avons vécu des moments superbes,
merci pour vos blagues, anecdotes et les jolies « lammet » qui m ont fait rire, elles vont

beaucoup me manquer.

Toutes les personnes qui m'ont soutenue et assistée, durant toute ma vie et dont je n’ai pas pu

citer les noms.




Dédicaces

Tout d’abord, louange a Allah qui m’a guidée sur le droif chemin fout au long du fravail et m’a

inspirée les bons pas ef les justes reflexes. Sans sa miséricorde, ce fravail n’aura pas abouti.

e dédie ce mémoire

A ma trés chére mére qui n’a pas cessé de m’encourager et de prier pour moi, qui m’a soutenue
durant foute ma vie, qui m’a aidée durant mes années d’étude, pour son amour infini et sa
bienveillance jour ef nuit. Je souhaite prouver mon grand remerciement qui ne sera jamais suttisant

4 elle que jespere rendre fiere par ce travail.
A mon pére, ce fravail est le fruit de ses sacrifices pour mon éducation ef ma formation.

A ma précieuse sceur Soumia et mes chers tréres Badr-Eldin, Zakaria, El-Hadi, Kamel ainsi que son
épouse Chamss-Elhouda et sa fille Roudayna.

A ma fante Nadia ef ma cousine Karima.

A mes chéres amis Aziza et Hillel votre amitié est un honneur ef une fierté pour moi. Vos

encouragements m’ont toyjours été d’un grand secours.
A mon binéme Sara.
A foute personne m’ayant aidé de pres et de loin.

Que dieu leur accorde santé, bonheur ef succes.

& cstutima Sohra &




Liste des abréviations

ADH Arginine di-hydrolase

ADN Acide Désoxyribonucléique

AMI Amidon

ARA Arabinose

ARN Acide ribonucléique

ATB Antibiotique

ATCC American Type Collection Culture
BHS Bouillon hypersalé

C Cytosine

CASFM Comité de I’antibiogramme de la société frangaise de microbiologie
CbpA Choline-binding proteins A

CHU Centre hospitalier universitaire

CIE Contre-immuno-électrophorese

CLSI Clinical Laboratory Standard Institute
CMI Concentrations minimales inhibitrices
CMI Concentration Minimale Inhibitrice
COA Coagglutination

DA Clindamycine

ENS Enquéte Nationale de Santé

ERY Erythromycine

ESC Esculine

G Guanine

GLY Glycérol

H202 Peroxyde d'hydrogéne

I Intermédiaire

1IN Infection invasive

INI Infection non invasive

INSP Institut national de santé publique
INU Inuline

Kb Kilo base

KDa Kilo Daltons

LAC Lactose

LCR Liquide céphalo-rachidien

MAN Mannitol

Mb Mégabase

MH Mueller-Hinton

MLSg Macrolides, lincosamides et streptogramines B
MLST Multi-Locus Sequence Typing

OMS Organisation Mondiale de la Santé

ORL Oto-rhino-laryngologie



OXA Oxacilline

PCV Pneumococcal Vaccine

PEN Peénicilline

PG Peptidoglycane

pH Potentiel hydrogene

PLP Protéines liant la pénicilline
PSDP Pneumocoques de Sensibilité Diminuée a la Pénicilline G
PspA Pneumococcal surface protein A
R Résistant

RAF Raffinose

RIB Ribose

RNM Reanimation

S Sensible

SM Solution meére

SOR Sorbitol

SOS Sorbose

SXT Cotrimoxazole

TA Teichoic acid

TET Tétracyclines

Tn Transposon

UFC Unités Formant Colonie

USA United States of America

VA vancomycine

VIH Virus de I ’Immunodéficience Humaine
VP Réaction de VVoges-Proskauer

WHO World Health Organization



Liste des annexes

Annexe 1. Milieux de culture
Annexe 2. Réactifs utilisés

Annexe 3. Tableau 4. Fiche de Renseignements du malade

Annexe 4. Coloration de Gram

Annexe 5. Tableau 5. Antibiotiques testés et critéres d’interprétations des diamétres
d’inhibition pour S.pneumoniae selon les normes du CLSI 2007

Annexe 6.Tableau 9. Distribution en échiquier de 90 sérotypes de S.pneumoniae selon les
pools (A-1) et les pools (P-T)

Annexe 7. Figure 12. Sensibilité a ’optochine
Annexe 8. Figure 13. Résultat de test de la solubilité dans les sels biliaires

Annexe 9. Figure 20 & 21. Résultats des concentrations minimales inhibitrices par la
technique du E-test

Annexe 10. Tableau 19. Résultats qualitatifs de 1’antibiogramme

Annexe 11. Figure 25. Sérotypage par le test d’agglutination



Liste des figures

Pages

Figure 1. Aspect microscopique de S. pneumoniae sous microscope apres coloration de

Figure 2. Aspect macroscopique de S.pneumoniae avec une hémolyse de type o sur

OBlOSE AU SANG. ...\ ettt ettt e 8
Figure 3. Représentation schématique des principaux facteurs de virulence du

010 LT 1 g0 Tolo o |1 - 12

Figure 4. Structure  de la capsule polysacharridigue de la souche TIGR4 de

S PNBUMONIAE. ...ttt et et et e e e e s 12
Figure 5. Expérience de Griffith. ... ... 14
Figure 6. POuvoir pathOgene. ... ....o.vniitii it 15
Figure 7. Produits pathologiques UtITISES. .........coouiiir i 24
Figure 8. Conservation des souches de S.pneumoniae sur gélose inclinée au sang ............... 24
Figure 9. Schéma récapitulatif de I’identification de S.pneumoniae.............................. 25
Figure 10. Suspensions bactériennes des souches atester...............cocoviiiiiiiiiiiiiniiinn, 28

Figure 11. Photographie de 1’aspect macroscopique de S.pneumoniae sur gélose au

sang apres incubation a 37°C pendant 24h........ ..o 36
Figure 14. Répartition des souches de S.pneumoniae selon la nature du prélévement........... 39
Figure 15. Répartition des souches de S.pneumoniae selonlesexe.................................40
Figure 16. Répartition des souches de S.pneumoniae selon le service clinique................. 41

Figure 17. Fréquence des infections & S. pneumoniae en fonction de la nature de I’infection et
QO A et A3



Figure 18. Résultat du test de screening par ’oxacilline aprés incubation a 37°C pendant

Figure 19. Distribution des souches de S.pneumoniae en fonction de leurs CMI de Pénicilline,

Céfotaxime et AMOXICIHIING. ... ... e 46
Figure 22. Phénotypes de résistance aux macrolides MLSB..............ccooeviiiiiiiiiiiiinin. 49

Figure 23. Répartition de la résistance de 11 souches de S.pneumoniae a 11

ANEIDIOTIQUES. . ..o 50
Figure 24. Résistance associée et multirésistance de S.pneumoniae........................cce... 52
Figure 26. Distribution des sérotypes des 11 souches de S.pneumoniae......................... 55

Figure 27. Sérotypes et MUILIr€SIStANCE. ... .. ..o.oirit it e, 60



Liste des tableaux

Pages
Tableau 1. Caractéres biochimiques de S. pneumoniae. ............coeeiiriiiiiiiiiiieiieeannn, 8
Tableau 2. Classification danoise des 90 serotypes de S. pneumoniae............................ 20
Tableau 3. Sérotypes contenus dans les vaccins antipneumocoCCiques..............coeevennn.n 22
Tableau 6. Bandes E-Test et gradients de concentration................cc.oeviiiiiiiiiiniinn, 31

Tableau 7. Critéres d’interprétation des CMI de Streptococcus pneumoniae selon les normes

du CLSI 2007 (CLSI, 2007) . .. et 32
Tableau 8. Schéma des dilutions d’antibiotique pour la CMI a la pénicilline................... 33
Tableau 10. Résultat de I’identification par les méthodes conventionnelles..................... 37
Tableau 11. Répartition des souches de S.pneumoniae en fonction des mois.....................38

Tableau 12. Répartition des souches de S.pneumoniae selon la nature du prélevement....... 39
Tableau 13. Répartition des souches de S.pneumoniae selon le sexe.................ocoeveeen, 40
Tableau 14. Répartition des souches de S.pneumoniae selon le service clinique................ 41

Tableau 15. Fréquence des infections a S.pneumoniae en fonction de la nature de I’infection

4 S PSP 42

Tableau 16. Valeurs des diamétres d’OXA obtenus avec les valeurs de CMI pour la

PENICIIINE. ... 44

Tableau 17. Distribution des souches de S.pneumoniae en fonction de leurs CMI de

Pénicilline, Céfotaxime et AmoxicCilline. ..o 46
Tableau 18. Description des SOUCheS PSDP..........c.coviiiiiiii e 47
Tableau 20. Résistance de S.pneumoniae aux antibiotiques............coeviiriieiiinieeeanennnn 49

Tableau 21. Résistance associée et multi-résistance de S.pneumoniae.......................... 52



Tableau 22. Distribution globale des SErotyPes. ... ..o.ovviiiiiiiiiie e 54
Tableau 23. Distribution des sérotypes en fonction de I’4ge............coooeeiiiiiiiiiiiininn.. 56
Tableau 24. Distribution des sérotypes en fonction de I’infection...............................e. 57
Tableau 25. Fréquence des sérotypes des souches de sensibilité diminuée a la pénicilline....59
Tableau 26. Sérotypes et multirésistance

Tableau 27. Couverture vaccinale (n°, %) théorique des vaccins conjugués 7-valent (PCV7)

et 13-valent (PCV13) chez I’enfant et du vaccin polysaccharidique 23-valent (Pn-23v) chez
I’adulte



Résumé

Streptococcus pneumoniae constitue, a ce jour, la deuxiéme cause de mortalité d’origine
bactérienne dans le monde surtout chez 1’enfant et les personnes agées. En 2005,
I’Organisation Mondiale de la Santé estime que 1,6 millions de personnes meurent chaque
année d’infections pneumococciques.

Streptococcus pneumoniae  est naturellement sensible a la plupart des antibiotiques
notamment aux béta-lactamines, mais la résistance aux antibiotiques est en nette
augmentation dans notre pays. L’émergence et la propagation des souches multi résistantes a
engendré des échecs thérapeutiques. La gravité des infections & pneumocoque est liée a sa
virulence, essentiellement a la présence d’une capsule polysaccharidique qui détermine
actuellement plus de 93 sérotypes. Les infections a Streptococcies pneumoniae sont peu
documentées en Algérie.

Notre travail a donc pour objectifs :
- L’identification des souches de S.pneumoniae par différentes méthodes phénotypiques
- L’¢étude des caractéristiques épidémiologiques des souches de S.pneumoniae
- L’¢étude de la résistance des pneumocoques aux principaux antibiotiques actifs : les
béta-lactamines, et d’autres antibiotiques tels que les macrolides et la détermination
des concentrations minimales inhibitrices (CMI) des béta-lactamines.
- Le sérotypage des pneumocoques

Notre étude est menée au niveau du service de microbiologie du Centre Hospitalo-
Universitaire Benbadis de Constantine sur une période de trois mois (du 19/01/2016 au
19/04/2016).

Onze souches sont isolées et identifiées, le test a 1’optochine reste le teste fiable comme
méthode conventionnelle pour I’identification de S.pneumoniae (100% de sensibilité).

Parmi les 11 souches étudiées, toutes (100%) présentent une sensibilité diminuée a la
pénicilline dont 45,45% sont résistantes (CMI entre 2-4ug/ml). Les taux de résistance aux
autres antibiotiques sont de 63,63%, 54,54%, 45,45%, 27,27% et 9,09% pour la tétracycline,
I’érythromycine, le cotrimoxazole, le chloramphénicol et la ciprofloxacine respectivement.
Concernant la résistance aux macrolides, le mécanisme rencontré dans notre étude est de
phénotype MLSg d’ou le haut niveau de résistance de ces molécules qui constituent une
alternative aux béta-lactamines.

Les sérotypes prédominants sont les 19F, 1, 2, en particulier chez I’enfant. La couverture
vaccinale théorique par le PCV13 semble trés efficace dans notre population infantile (100%).

Mots clés : Streptococcus pneumoniae, infections invasives, infections non invasives,
identification, résistance aux antibiotiques, sérotypes, couverture vaccinale.



Abstract

At the present time, Streptococcus pneumoniae is the second leading cause of death by bacteria
worldwide, especially for children and old persons. In 2005, the World Health Organization estimated
that 1,6 million people die each year from pneumococcal infections.

Streptococcus pneumoniae is naturally sensitive to most antibiotics especially beta-lactam,
but, antibiotic resistance is clearly increasing in our country. The emergence and spread of
multi-resistant strains caused a therapeutic failures. The severity of pneumococcal infections
is related to its virulence, mainly to the presence of a polysaccharide capsule that currently
determines over 93 serotypes. Streptococcus pneumoniae infections are poorly documented in
Algeria.

The objectives of our work are:

- Identifying different S. pneumoniae strains by different phenotypic methods.

- The study of the epidemiological characteristics of S. pneumoniae .

- The study of pneumococcal resistance to the main active antibiotics: beta-lactam and
other antibiotics such as macrolides and determination of Minimum Inhibitory
Concentrations (MIC) of beta-lactams.

- Serotyping of pneumococci.

Our study was conducted at the Department of Microbiology of the University Hospital Benbadis,
Constantine, during three-months period (from 19/01/2016 to 04/19/2016).

Eleven strains were isolated and identified, the optochin test remains very reliable as
conventional method for the identification of S.pneumoniae (100% sensitivity). Among the 11
strains tested, all (100%) have a reduced susceptibility to penicillin of which 45,45% are
resistant (MIC between 2-4ug / ml). Resistance rates to other antibiotics are 63,63%, 54,54%,
45,45%, 27,27% and 9,09% for tetracycline, erythromycin, cotrimoxazole, chloramphenicol
and ciprofloxacin, respectively. Concerning macrolide resistance, the mechanism encountered
in our study is of MLSg phenotype, hence, the high level of resistance of these molecules that
are an alternative to beta-lactams.

The predominant serotypes are 19F, 1, 2, especially in children. The theoretical vaccinal
coverage by PCV13 seems very efficient in our child population (100%).

Keywords: Streptococcus pneumoniae, invasive infections, non-invasive infections,
identification, antibiotic resistance, serotypes, vaccination coverage.



uaile

e Aald g allad) elal Ve Lé.‘\}d‘)aj\ Laiall cald cla ol Sall Gl ()aa Ve gy s S, pneumoniae JEs
sloa e Lsin Osisa padd ale 1.6 O Ladladl daiall dadaie <08 2005 ale S ondl S BBAY
Aol ety

iaglie oS (i) L) de gane ol 3 Loy dggal) Claladll 4uleY Lauk dulea A4S, pneumoniae
bl i) )l Baawie A glie Cld B LT 5 sedn o) ol (3 35S 5aL ) o yad Ay gead) cilaliadl)
6L4ALAJ93 w)f\S\ L..)XLAJJAJ‘_G:\S\ 2 Sl g0 4l g JP}\L»LH:\ L gl pemy ddadi e 4548 1) LYY 3y had
DAl 8 @ gl ALB S pneumoniae <lilgdl)

uj\ LAL.»‘JJ 8¢l
Adliag 4y jedae 3k S pneumMoniae<y e pass -
.S.pneumoniae YL AL ) atladd) Al ja -

4 gall Glabiaall g (paiS] Bl de gana iAlladl) 4 )l 45l laliadl S pneumoniae 4eslie 4l )y -
AUST Gl (MIC) 3 Jasiall 58 Sl apass g il s pSWall Jia (5 AY)

Aaladll Lalall aaat o

s o ki Gl Gl (S all aalall i) 8 288N claY) ale and (g gie o Litul o cuy el N
(2016/04/19 ) 2016/01/19) el 4335 58

paail Aads 44,k 4 Gl LAY Jly optochine JI L) sy e Al i s
(100% 4y 4pulus) S.pneumoniae

(ug/ml 452 o MIC) 4 slin %45,45 Lein (o Galencall Lalls danlin 2385 90100 o p2 A 11 G (e
eCplSul 1all 9609,9 %27,27 «%45,45 «%54,54 <%63,63 4 G AY) L gl Claliadll daglaal) Y aee
el 5 HSUall dagliay (Blaty Lad | i) o CanliaS 5l g sand) o sSihal ) 5ISI o5 DS sy 55 5SI1 ¢ (a5 5 5Y)
o IS8 A sy ) 02l o sliall i jall (s sinsall Cum MLSB Jaaill o Uil j3 3 o yela Sl Ao slial) 40
LSl

Vlad 52y alzay lae PCV13 al 4y paill dohasl) JakY) il Aala 2 ] (19F (o saludl dliad) Llal) cuils
(%100) JakY) sal laa

lolicaall da glie caat daalaa puall Laaddl DY) dialad) Lasdl Y «S.pneumoniae 4wyl Glalsl)
. S.pneumoniae i &l dyaxi dliadl Llall iy gl



INTRODUCTION



INTRODUCTION

Les infections bactériennes occupent actuellement la premiére place dans les pathologies

médicales microbiennes, un des exemples les plus frappants est : Streptococcus pneumoniae.

S.pneumoniae ou pneumocoque appartient au genre Streptococcus. Il s’agit d’un cocci a
Gram positif, anaérobie aérotolérant facultatif, possédant de nombreux facteurs de virulence
notamment la capsule. S.pneumoniae est le plus souvent groupé en diplocoques d’aspect

lancéolé en « flamme de bougie » ou en courtes chainettes (Biance et al., 2015).

S.pneumoniae est une bactérie commensale de la flore oropharyngée colonisant les voies
aériennes supérieures (nasopharynx) de facon asymptomatique de I’homme dés les premiers
mois de vie, la colonisation atteint son maximum en age préscolaire en particulier en hiver et
chez les enfants vivant en collectivité ou preés de 50 % d'enfants peuvent étre colonisés, puis le
taux de portage décroit chez I’enfant plus grand pour atteindre 5 a 10 % chez 1’adulte (Kempf
et al., 2010; Bingen, 2003). Toutefois, sous certaines conditions S.pneumoniae devient
pathogene responsable d'infections respiratoires hautes (sinusites, otites...) et infections

invasives (pneumonies, méningites, bactériémies...) (Biance et al., 2015).

Les infections invasives a pneumocoque constituent un probleme important de santé
publique, elles surviennent principalement sur des terrains fragilisés et concernent aussi bien
I’enfant que 1’adulte, avec toutefois une incidence plus élevée chez les nourrissons et les

personnes agées (Ortgvist et al., 2005 ; Denis et al., 2011).

S.pneumoniae est une bactérie d'un grand intérét clinique, elle est naturellement sensible
aux antibiotiques notamment aux béta-lactamines, mais aujourd’hui, le phénoméne de
résistance aux antibiotiques « multirésistances », lié a 1’évolution naturelle des bactéries a
atteint une ampleur alarmante et reste actuellement inquiétant puisque il représente un risque
en termes de santé publique (Virtudes, 2014 ; Brieu et al., 2015). Les pneumocoques de
sensibilité diminuée a la pénicilline (PSDP) sont aussi moins sensibles aux céphalosporines,

aux macrolides et a d’autres familles d’antibiotiques.

Devant I’augmentation importante ces dernieres années du taux de PSDP, les macrolides
constituent le traitement de premiere intention dans les infections pulmonaires et ORL (Ip et
al., 2001), mais la résistance du pneumocoque a ces molécules prend actuellement de
I’ampleur.

La meilleure stratégie pour diminuer ’incidence des infections a pneumocoques et pour

diminuer la diffusion de [D’antibio-résistance serait 1’administration d’un vaccin anti-
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pneumococcique. Le vaccin heptavalent conjugué a une protéine porteuse le PCV7,
immunogene dés 1’dge de deux mois est introduit aux Etats-Unis en 2000 et est inclus dans le

calendrier vaccinal de plus de 40 pays dont la Tunisie.

De ce fait, depuis I’introduction du PCV7, I’incidence des infections dues aux sérotypes
vaccinaux a significativement diminué, mais celle des infections dues aux sérotypes non
vaccinaux a augmenté (Varon, 2012). Ce phénomene de remplacement est important et a

suscité la commercialisation de deux autres vaccins, le PCV 10 et le PCV13.

En Algérie, les infections a pneumocoques sont peu documentées, 14% des déces des
enfants de moins de 5 ans sont causés par la pneumonie et la moitié des pneumonies est

causée par les pneumocoques (Enquéte Nationale de Santé Publique TAHINA ENS, 2005).

Le taux de résistance a la pénicilline qui est le reflet des résistances a toutes les béta-
lactamines est en nette augmentation dans notre pays. Le taux de PSDP a atteint 23,5% dans
les méningites en 2010 (Tali-Maamar et al., 2012).

Selon I’OMS, les pathologies pneumococciques sont la premiére cause de mortalité évitable

par un vaccin (WHO, 2007).

En Algérie, le vaccin anti-pneumococcique a 13 valences entre en vigueur dans le

programme de vaccination le 24 avril 2016.

Notre travail est une étude menée au laboratoire de Microbiologie du Centre Hospitalo-
Universitaire Benbadis de Constantine, portant sur 11 souches de S.pneumoniae responsables
d’infections invasives et non invasives chez l’enfant et 1’adulte, isolées de différents
prélevements, de patients hospitalisés ou en ambulatoire durant une période de 3 mois (19
janvier 2016- 19 avril 2016).

Notre travail porte pour objectifs :
- L’isolement et I’identification des souches de S.pneumoniae a partir de differents

prélevements.

- L’étude des caractéristiques épidémiologiques des souches de S.pneumoniae isolées

chez I’enfant et 1’adulte (age, sexe, nature de I’infection).
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- L’étude de la résistance des pneumocoques aux principaux antibiotiques actifs : les
béta-lactamines (pénicilline, amoxicilline, céfotaxime et imipenéme), et d’autres

antibiotiques tels que les macrolides.

- La détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) des béta-
lactamines : 1’antibiogramme ne peut pas apprécier le niveau de résistance a la
pénicilline G ou aux autres béta-lactamines et 1’utilisation d’autres disques de béta-

lactamines ne permet pas de déterminer le niveau de résistance a ces molécules.

- Le sérotypage des pneumocoques : la surveillance des sérotypes de pneumocoques

nous permettra d’évaluer surtout la relation sérotype circulants et vaccins.



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

1. Généralités
1.1 Historique et dénomination

Le nom de Streptococcus (streptus: flexible; coccus: grain) a été pour la premiere fois

attribuée par Bilroch et Erlich (1877) a des cocci formant des chainettes.

En 1881, Sternberg, aux Etats-Unis, et Pasteur, en France, ont décrit indépendamment la
présence « d’un microbe septique de la salive » qui est une bactérie en forme de lancette,
organisée en paire, trouvée dans le sang de lapins auxquels ils avaient injecté de la salive d’un

enfant mort de la rage (Brisou et al., 2004).

L’évolution des connaissances concernant ses caractéres bactériologiques et
taxinomiques a fait varier au fil du temps ses dénominations: « Micrococcus pneumoniae »
(1884) en raison de sa capacité a causer des infections du systeme respiratoire, puis «
Diplococcus pneumoniae » puis « Streptococcus pneumoniae » (1901), le nom que nous lui
connaissons aujourd’hui. En 1910, c’était la mise au point de la sérotypie ‘Neufeld et

Haendel’ (Eyquem et al., 2000).

S.pneumoniae est a I’origine de la découverte du principe transformant par Frederick
Griffith en 1929, dont la nature biochimique (ADN) fut seulement mise en évidence en 1944

par les travaux d’Avery (Storai, 2008 ; Brisou, 2004).

1.2 Classification

S.pneumoniae appartient au Regne: Bacteria, Phylum: Firmicutes, Classe:
Bacilli, Ordre: Lactobacillales, Famille: Streptococcaceae, Genre: Streptococcus. Ce genre
comprend actuellement 44 especes et sous-especes, regroupées en trois ensembles : pyogénes,

oraux et du groupe D (Brisou et al., 2004).

S.pneumoniae est inclus dans 1’ensemble des streptocoques oraux, mais reste dans le
Bergey’s manual, édition 1986 parmi le groupe des « streptocoques pyogenes » ce qui peut se

justifier compte tenu de la gravité des infections dont il est responsable (Bere, 2010).

1.3 Habitat
S.pneumoniae est une bactérie commensale qui colonise les muqueuses de I’homme. Son
habitat principal est constitué par le rhino-pharynx et pratiquement, tout individu a été en

contact avec des pneumocoques avant 1’age de 2 ans (Raymond et al., 2002).
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1.4 Epidémiologie
1.4.1 Réservoir

S.pneumoniae est une bactérie strictement humaine commensale des voies aériennes
supérieures de I’homme, jusqu’a 60% des jeunes enfants et environ 10% des personnes agées
sains en sont porteurs au niveau du nasopharynx et ne développeront pas de symptémes liés a

cette colonisation (Henriques-Normark et al., 2013).
1.4.2 Transmission

La transmission d’un individu a 1’autre se fait par le biais de gouttelettes de Pfligge, de
salive ou de sécrétions respiratoires provenant des voies aériennes supérieures (Bere, 2010 ;
Brisou et al., 2004).

1.4.3 Facteurs favorisants

Les ages extrémes de la vie, le groupe vulnérable (jeunes enfants, dont I’age est inférieur
a 2 ans, et sujets agés), la vie en collectivité et en créche, la fratrie, les conditions socio-
économiques et particulierement les sujets immunodéprimés atteints de drépanocytose,
d’asplénies, de VIH, de certains syndromes d'immunodéficience et de tumeurs malignes ainsi
que les variations saisonnieres surtout hivernale, sont des facteurs favorisant la survenue

d’infections a pneumocoques (Atale, 2007 ; Rubach et al., 2011).
1.4.4 Epidémiologie descriptive

S.pneumoniae constitue a ce jour la deuxiéme cause de mortalité d’origine bactérienne
dans le monde apres la tuberculose, selon 1’Organisation Mondiale de la Santé (who, 2015).
On estime plus précisément qu’environ 1,6 million de déces en extrémités de vie qui meurent
chaque année d’une conséquence des infections a pneumocoques, en particulier dans les pays
en voie de développement (Storai, 2008 ; Méndez-Lagea, 2015), la ou le risque de développer
un syndrome invasif est extrémement élevé chez I’enfant. S.pneumoniae constitue la premiére
cause de méningite en Afrique. Concernant les pays développés, la
plupart des enfants peuvent contracter une ou plusieurs otites moyennes durant leur enfance,

et seulement pour un nombre moins important, des syndromes plus invasifs. A titre
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d’exemple, 7 millions de cas d’otites moyennes recensés chaque année aux USA sont

attribués a S.pneumoniae (Grijalva et al., 2007).

Cette bactérie est majoritairement responsable de syndromes invasifs de type méningites
OU pneumonies, ou moins séveres comme les sinusites et les otites moyennes aigués, surtout
chez I’enfant entre 2 mois et 2 ans. Ces infections restent la premiére cause de mortalité par
maladies infectieuses en France mais la grande pathologie mortelle reste la méningite (Brisou
et al., 2004 ; Hausdorff et al., 2005).

En Algérie, les infections a pneumocoques sont peu documentées, 14% des deces des
enfants de moins de 5 ans sont causés par la pneumonie et la moitié des pneumonies est
causée par les pneumocoques. L’Enquéte Nationale de Santé Publique TAHINA (ENS, 2005)
initiée par I’institut national de santé publique (INSP) montre que les maladies respiratoires

en Algérie constituent la deuxiéme cause d’hospitalisation.

S.pneumoniae est une cause sous-estimée d’infections nosocomiales notamment dans les

services de soins intensifs, ou les services de soins palliatifs (Grijalva et al., 2007).
1.5 Caractéres bactériologiques
1.5.1 Caractéres morphologiques

A T’examen microscopique, S.pneumoniae se présente comme un cocci a Gram positif
d’environ 0,5 a 1,25 micrometre de diametre, généralement capsulé (halo clair autour de la
bactérie), d’allure lancéolée (en flamme de bougie), typiquement groupé par deux
(diplocoque) ou sous forme de courtes chainettes (figure 1). La bactérie peut également se
présenter sous forme plus ou moins pseudo-bacillaire quand elle est en voie de lyse. Le germe
ne forme pas de spores et n’est pas mobile, bien que la présence de pili ait été rapportée

(Gianfaldoni et al., 2007 ; Pancotto et al., 2013).
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Figure 1. Aspect microscopique de S.pneumoniae sous microscope apres coloration de Gram.

Source: Université du Texas-Houston / Ecole de Médecine
1.5.2 Caractéres culturaux

S.pneumoniae est une bactérie aéro-anaérobie, cultivée sur des milieux riches,
généralement sur gélose supplémentée de 5% de sang de cheval ou de mouton. Il pousse en
24 & 36 heures sous atmosphéere enrichie en CO2 (5%).

Il se présente sous forme de petites colonies rondes de 0,5 & 1,5 mm de diamétre, lisses,
bombées, brillantes, entourées d'une zone d'hémolyse partielle (alpha) donnant a la gélose une
couleur verdatre (figure 2). Cependant la culture prolongée en condition d’anaérobie peut
induire une hémolyse compléte du sang (hémolyse ). Les colonies s’aplatissent et
s’ombiliquent rapidement sous 1’action d’autolysines. Ce phénoméne d’autolyse impose en
pratique des repiquages fréquents pour conserver la vitalité des souches. Certaines souches de
pneumocoques sécrétent une plus grande quantité de capsule, ce qui augmente la taille des

colonies et leur donne un aspect muqueux.

Les conditions optimales de croissance de ce germe fragile sont un ensemencement sur
milieu enrichi, un pH a 7,8, une température a 37 °C et une atmosphére enrichie de 5 a 10 %
de CO2 (Brisou et al., 2004 ; Atale, 2007).
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Figure 2. Aspect macroscopique de S.pneumoniae avec une hémolyse de type a sur gélose au

sang. Source : www.microbes-edu.org/etudiant/streptocoques.html

(Centre National de Référence des Streptocoques, Hoétel Dieu, Université Paris V1).

1.5.3 Caractéres biochimiques

Tableau 1. Caracteres biochimiques de S.pneumoniae (Lemozy & suc, 1997)

Test V| ESIA |B |A M |S |T |[R |S | L R [A |G
P |C |D R |[A |O |R A O |N |[A |I M | L

H|S |[A|N |R |E |[F |S |U C |[B |I Y

Résultat |- |- |d |- - - - + |+ |d |d [+ |- - d

VP : Réaction de Voges-Proskauer / ESC : Esculine /ADH : Arginine di-hydrolase /BHS :
bouillon hypersalé / ARA : L-Arabinose / MAN: Mannitol / SOR: Sorbitol / TRE: Tréhalose /
RAF: Raffinose / SOS : Sorbose/ INU : Inuline/ LAC : Lactose/ RIB : Ribose/ AMI :
Amidon /GLY : Glycérol.

(+)=Caractere positif / (-)=Caractere négatif / (d)=Caractere variable.

» Enzymes respiratoires: Catalase négative, Cytochrome oxydase négative,
Peroxydase négative, ce qui conduit a ’accumulation de peroxyde responsable en

partie de son autolyse.


http://www.microbes-edu.org/etudiant/streptocoques.html
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» Métabolisme glucidique : fermente les sucres en suivant la voie homofermentaire,
sans production de gaz.
» Meétabolisme protidique : provoque une acidification et une coagulation du lait.
» Propriétés particuliéres : deux caractéres bactériologiques permettent 1’identification
et la différenciation de S. pneumoniae des autres streptocoques :
e e phénomeéne de Neufield.

e la sensibilité a I’optochine.
1.5.4 Aspect géneétique

S.pneumoniae est naturellement compétent, son génome a été totalement séquencé, il est
constitué d’un chromosome circulaire d’environ 2,16 Mb. Possédant un % GC moyen de 39,7
% et 83 % de régions codantes. Sur les 2303 genes identifiés, 2105 codent pour des protéines
dont 64 % ont une fonction biologique validée ou attribuée par homologie (1440 genes), 16 %
une fonction inconnue et 20 % sans aucune homologie avec les banques de données (Tettelin
et al, 2001).

L’une de ses particularités est qu’il contient 5% de séquences d’insertion qui témoignent
de phénomeénes de réarrangements avec du matériel génétique d’autres bactéries (Atale,
2007).

L’analyse de la séquence des génes codant pour I'ARNr 16S, montre une parenté (98,5%
d’homologie) avec Streptococcus oralis et Streptococcus mitis ; Ces trois especes sont

capables d’échanger entre elles des fragments d’ADN (Bere, 2010).
1.6 ldentification

L’identification de S.pneumoniae est essentielle afin de le différencier des autres espéces
pathogénes et commensales vivant dans sa niche écologique principale, le nasopharynx. En
effet, la présence de certaines especes bactériennes, telles les bactéries commensales du
groupe des Streptococcus viridans, peuvent compliquer 1’identification du pneumocoque
(Barbet, 2011).

En premier lieu, les techniques de microbiologie classiques, telle la coloration de Gram,
la présence d’hémolyse sur gélose au sang, I’aspect des colonies, la recherche de I'absence de

la catalase, la sensibilit¢ a 1’optochine et la solubilisation par les sels biliaires sont
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généralement utilisées pour ’identification de S.pneumoniae (Facklam, 2002 ; Navne et al.,
2014).

1.6.1 Identification par méthodes conventionnelles
» Test de lyse par les sels biliaires

Neufeld a observé pour la premiere fois en 1900 que la bile a la propriété d'étre capable
de dissoudre les pneumocoques (Tarja, 2006), ces derniers possedent un systeme inhibiteur
d’enzymes autolytiques qui est détruit par les agents tensioactifs comme la bile ce qui
engendre une activation de 1’autolysine, impliquée dans la division cellulaire, qui clive la
liaison entre l'acide N-acétylmuramique et l'alanine. Le peptidoglycane est ainsi altéré et la
bactérie apparait soluble dans la bile (Bere, 2010).

» Test de sensibilité a I’optochine

L’optochine (éthylhydrocupréine) inhibe la croissance du pneumocoque a des
concentrations qui seraient sans effet sur la plupart des autres bactéries du genre
Streptococcus (Bere, 2010). Des disques de 6mm de diamétre sont chargés de Sug
d'optochine, dose calculée pour provoquer sur une culture de pneumocoque sur gélose au
sang, une zone d'inhibition dont le diameétre est compris entre 14 et 35mm. Les autres

streptocoques sont résistants a I'optochine et se multiplient jusqu'au contact du disque.

» Mise en évidence de I'antigéne capsulaire
Elle s'effectue a I'aide d'un sérum anti-pneumococcique polyvalent, dirigé contre tous les
types capsulaires (Lalitha et al., 1996; Brisou et al., 2004). Il existe plusieurs méthodes :
v" Réaction du "gonflement capsulaire” ou réaction de NEUFELD.
v" Réactions d'agglutination :
e Agglutination de particules de latex sensibilises.
e Coagglutination (COA) avec des staphylocoques tués.

v'contre-immuno-électrophorése (CIE).

» Inoculation a I'animal sensible
Les souris et les lapins sont hautement sensibles a I'infection par les pneumocoques. La
méthode de choix utilise I'inoculation intra péritonéale a une souris jeune (12 a 14q). Celle-ci

meurt en 24-48 heures a la suite d'une péritonite aigué et bactériémie.

10
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1.6.2 Identification par méthodes moléculaires

Des techniques de biologie moléculaire sont utilisées et parmi celles-ci :
- I’hybridation moléculaire par sonde AccuprobeR (Richter et al., 2008).
- la PCR avec amorces speécifiques :
» amplification de génes codant pour des facteurs de virulence :
genes trés documentés : PlyN, LytA, PsaA ... (Arbique et al., 2004).
» Gene sodA: comparaison aprés PCR et séquencage du gene sodA a une banque de
donnée (Arbique et al., 2004).
» Gene ARN 16S : qui présente 99% d’homogeneite avec S.mitis et S.oralis (El Aila et
al., 2010).
» Multi-Locus Sequence Typing (MLST): amplification et séquencage de 7 panels de
génes essentiels au métabolisme de la bactérie et présentant un faible taux de mutation
(El Aila et al., 2010).
La méthode d’avenir est la spectrométrie de masse (Bizzini & Greub, 2010).

2. Facteurs de pathogénicité, pouvoir pathogene et physiopathologie

2.1 Principaux facteurs de pathogeénicité

Le pouvoir pathogéne des pneumocoques a été attribué a de nombreux facteurs de
pathogénicité et plus de 125 génes pourraient étre impliqués dans la virulence (Bere, 2010),

parmi les principaux facteurs de virulence :

11
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Figure 3. Représentation schématique des principaux facteurs de virulence du pneumocoque.

(Manzano, 2010)

2.1.1 Polysaccharides capsulaires

La capsule, de nature polysaccharidique, est un déterminant essentiel de la virulence du

pneumocoque; elle protége la bactérie de la phagocytose des macrophages et des neutrophiles,

permettant ainsi la colonisation in vivo. De plus, elle protége certaines protéines de surface

(telles PspA ou CbpA) des anticorps circulants de 1’héte, leur évitant ainsi une inhibition

fonctionnelle. La nature chimique de la capsule détermine le sérotype de la souche de

pneumocoque (Fritzell, 2005).

Figure 4. Structure de la capsule polysacharridique de la souche TIGR4 de S.pneumoniae
(http://www.rockefeller.edu).

12
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2.1.2 Paroi bactérienne

Elle est composée du peptidoglycane, d’acides teichoiques et d’acides lipoteichoiques.
Ces deux derniers sont de puissants inducteurs de la réaction inflammatoire capable de
provoquer des dommages tissulaires irréversibles. La paroi est également impliquée dans
I’attachement de pneumocoques non capsulés sur les cellules endothéliales humaines (Fritzell,
2005).

2.1.3 Protéines pneumococciques

S.pneumoniae possede de nombreuses protéines jouant un réle dans la pathogénie, en
permettant 1’adhésion, en agissant directement sur les tissus de 1’hote ou encore en médiant

I’inflammation.
> Toxines

Les plus connues sont la pneumolysine, capable de lyser les hématies humaines et

responsable de I’hémolyse de type alpha (Lawrence, 2015).

» Enzymes

e Neuraminidase: I’enzyme qui clive 1’acide sialique contenu dans les
glycolipides, les glycoprotéines et les oligosaccharides présents a la surface
des cellules hotes. 1l en résulte alors des dommages cellulaires, une diminution
de la colonisation du nasopharynx est observée avec des souches de
pneumocoque déficientes en neuraminidase.

e Hyaluronidase : 1’enzyme qui contribue a la virulence de celui-ci en
dégradant [’acide hyaluronique, composant important de la matrice
extracellulaire. La migration de la bactérie du site de colonisation vers le
systéme sanguin est, de ce fait, facilitée (Manzano, 2010).

e Autolysine : I’enzyme qui dégrade les différentes liaisons de peptidoglycane
(Sourav, 2010).

2.1.4 Pili

Fibres protéiques, présentes dans 30% des souches pneumoccocciques et constituent un

facteur de virulence qui n’a été découvert que récemment (Barocchi, 2006).

13
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2.2 Pouvoir pathogene

Le pouvoir pathogéne d’une souche bactérienne s’exprime par la création de lésions
tissulaires caracteristiques suite a la réaction inflammatoire engendrée par la libération et a

I’activation de différents composants bactériens (Manzano, 2010).

Le pouvoir pathogéne de S.pneumoniae est lié a sa résistance a la phagocytose du fait
d’une capsule protectrice, et a la remarquable aptitude de cette bactérie a induire une réaction
inflammatoire intense qui explique la gravité des symptomes et la fréquence de sa

dissémination tissulaire.

Expérimentalement, la souris est un animal de choix. Elle est sensible a toutes les voies
d’inoculation. En effet, I’inoculation intrapéritonéale d'une souche capsulée « smouth » de

S.pneumoniae entraine la mort de la souris par septicémie en 24h.

L’expérience réalisée par Griffith (figure 5) montre le pouvoir pathogéne et génétique du
pneumocoque. En effet, I'inoculation d'une souche capsulée S de S.pneumoniae a une souris

provoque sa mort (Bere, 2010).

&) Injection S~

Prneumocoquas oo q
TR Sopuctme
r)

b) Lo
Pneaumocoques de Survie
type S ués

o 9 ) S Vs
Prevmocoques de Survie

type A vivanis

[ ]
’ S
e ———t e
e $ % * ‘
SepticAmie martais
(on iscle dane le sang des
pneumococguees vivants de
Pneumocoquas de Prsumoco quaes oe type S)
type A vivants * type 5 ludn

Figure 5. Expérience réalisée par Griffith

Source : http://stl bjb.ac-dijon.fr/annales/98remM.htm
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2.3 Physiopathologie

Dans tous les processus infectieux et aprés contamination interhumaine par aérosols,
S.pneumoniae colonise la muqueuse du nasopharynx et avec la diminution des défenses de
I’hote, elle va agir en deux étapes : 1’adhésion par les différentes adhésines qui sont situées

dans la paroi et I’invasion.

Le mécanisme principal d’échappement a la phagocytose est la production d’une capsule
et la lyse bactérienne libére ou active des composants bactériens comme la pneumolysine qui
vont entralner sinusite et otites, puis la bactérie colonise d’une maniére massive les voies
aériennes basses et gagne les alvéoles pulmonaires en provoquant une pneumopathie, une
bactériémie qui va aller jusqu’a la méningite. S.pneumoniae peut é&tre aussi 1’agent
responsable d’arthrite septique, d’ostéomy¢élite, de péritonite et d’endocardite.

(Brisou et al., 2004 ; Tortora et al., 2007 ; lovino et al., 2016 ; Cundell et al., 1995).

LS

Aérosols

/ l \ Otite moyenne

Colonisation

l

Colonisation
asymptomatique

Pneumonie

Méningite

Figure 6. Pouvoir pathogéne. (Henriques-Normark et al., 2013).
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3. Résistance de S.pneumoniae aux antibiotiques
3.1 Historique et épidémiologie de la résistance

S.pneumoniae est une espece naturellement sensible a la plupart des antibiotiques actifs
sur les bactéries a Gram positif : béta-lactamines, macrolides, tétracyclines, chloramphénicol,
rifampicine, cotrimoxazole, glycopeptides. Les antibiotiques de référence restent les béta-
lactamines (Geslin, 1998).

Le pneumocoque présente une résistance naturelle aux aminosides (résistance de bas
niveau) et aux quinolones de premiére génération et une faible sensibilité a la péfloxacine,
I’ofloxacine et la ciprofloxacine. Les fluoroquinolones les plus actives sur le pneumocoque

sont la levofloxacine, la moxifloxacine et la gatifloxacine (Chardon, 2008).

Des souches résistantes aux antibiotiques sont apparues progressivement dans le monde:
sulfamides (1943), tétracyclines (1963), érythromycine (1967), pénicilline (1967) en
Australie et enfin une souche multirésistante fut découverte en 1977 en Afrique du Sud. La
résistance a la pénicilline se propage alors rapidement a travers le monde entier dans les
années 1980, particuliérement en Afrique du Sud, en Espagne, en Hongrie et en France, pour
laquelle la diminution de la sensibilité a la pénicilline G est apparue en 1979, également au
chloramphénicol (1970) (Chardon, 2008 ; Manzano, 2010).

La prévalence de S.pneumoniae de sensibilité diminuée a la pénicilline G (PSDP) est
restée stable de nombreuses années dans de nombreux pays comme en France, puis elle a
rapidement augmenté a partir des années 1990 et cela de facon hétérogene selon les régions
(Maugein, 2003 ; CA-SFM, 2003).

Cette résistance complique le traitement des infections a pneumocoques et de nombreux

échecs de traitement d’antibiotique ont été rapportés.

En Algérie, plusieurs rapports ont montré une augmentation de la résistance a
I’antibiotique depuis 1996 a 2010, en particulier chez les enfants (Ramdani-Bouguessa et al.,
2015).
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3.2 Mécanismes de résistance
3.2.1 Mécanismes de résistance aux béta-lactamines

Les pneumocoques sont naturellement trés sensibles aux béta-lactamines avec des
concentrations minimales inhibitrices (CMI) trés basses : 0,004 a 0,06 mg/L pour pénicilline

G, ampicilline, amoxicilline et céfotaxime (Chardon, 2008).

L’acquisition de la résistance aux béta-lactamines repose sur une modification
qualitative et quantitative d’origine chromosomique des PLP (Penicillin Binding Protein) qui
sont des transpeptidases responsables de 1’étape finale de la syntheése du peptidoglycane (van,
2001). S.pneumoniae possede six PLP dont cinq de haut poids moléculaire, les PLP 1a, 1b,
2X, 2a et 2b, et une de bas poids moléculaire, la PLP 3, entrainant ainsi une augmentation des

CMI de toutes les béta-lactamines.

Les souches de pneumocoques de sensibilité diminuée a la pénicilline (PSDP) possédent
des genes « mosaiques ». Ces genes sont obtenus par recombinaison de séquences «
résistantes » qui proviennent de génes homologues d’espéces voisines (S.mitis, S.sanguis,
S.oralis), ou de transferts entre pneumocoques sensibles et résistants, mais aussi par mutations

sous la pression de sélection (Brisou et al., 2004).
3.2.2 Mécanismes de résistance aux macrolides

On distingue ainsi les macrolides a noyau lactone a 14 atomes (comme
I’érythromycine), a 15 atomes (comme [’azithromycine), et a 16 atomes (comme la

spiramycine). Récemment, les kétolides sont venus s’ajouter a cette liste.

La résistance du pneumocoque aux macrolides est principalement causée par I’altération
de la cible et par efflux. L’expression du gene ermB habituellement localisée sur un
transposon conjugatif de type Tnl1545 codant pour une méthylase ribosomale confere une
haute résistance aux macrolides (CMI) > 64 pg/ml), aux lincosamides et a la streptogramine B

(phénotype de résistance MLSg) par méthylation de la position 2058 de I’ ARNr 23S.

Ce géne est transférable de chromosome a chromosome chez les pneumocoques, le plus

souvent avec d’autres génes de résistance (tetM pour les tétracyclines et aphA-3 pour la
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kanamycine). Ainsi, la diffusion de ces geénes de résistance peut se faire par transferts

horizontaux, expliquant le maintien de la multirésistance.

Egalement, I’efflux qui consiste a rejeter 1’antibiotique en dehors de la bactérie sous la
dépendance d’une pompe. La spécificité de cette pompe fait que la résistance n’affecte que les
macrolides a noyau a 14 et 15 atomes et s’exprime le plus souvent a bas niveau (Doern,
2006 ; Canu et al., 2002) , conférant un profil de résistance particulier (phénotype M)
exprimé par le géne mefA qui est transférable de pneumocoque a pneumocoque et serait porté
par un grand transposon qui est le Tn1207 (7,244 kb) (Gay et al., 2001). Ces souches sont
résistantes a 1’érythromycine, mais restent sensibles a la clindamycine (bas niveau de

résistance) prouvé par le test de synergie des macrolides (Brisou et al., 2004).
3.2.3 Mécanismes de résistance aux fluoroquinolones

Les fluoroquinolones sont de puissants agents a activité bactéricide qui inhibent la
réplication et la transcription bactérienne en inhibant par mutation le fonctionnement des
topo-isomérases bactériennes de type II, I’ADN gyrase (codée par les génes gyrA et gyrB) et
la topo-isomérase 1V (codée par les genes parC et parE) (Fabrega et al., 2009 ; Lastours et al.,
2014).

Plusieurs types de mécanismes de résistance ont été décrits :

e diminution de ’accumulation intra-cytoplasmique par diminution de la perméabilité
de la paroi ou augmentation de I’efflux ; qui empéche certaines fluoroquinolones
comme la ciprofloxacine et la norfloxacine d’accéder a leurs cibles.

e diminution de I’affinité des cibles par mutation ou par protection des cibles.

e inactivation enzymatique (Daporta et al., 2004 ; Lupien, 2015).
3.2.4 Mécanismes de résistance aux autres antibiotiques
» Linézolide (Les oxazolidinones)

D’exceptionnelles souches non sensibles au linézolide sont décrites dans la littérature,
suite a une mutation dans le géne codant pour une protéine ribosomale (Charpentier et al.,
2000).
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» Glycopeptides

La vancomycine et la teicoplanine sont actives contre le pneumocoque. Aucune
résistance a la vancomycine n’a été décrite mais des souches tolérantes ont été signalées

(Cullers, 2000).
» Sulfamides, triméthoprime et cotrimoxazole

La résistance aux sulfamides est liée & une modification du gene codant pour la
dihydroptéroate synthétase et la résistance au triméthoprime a une mutation dans le gene de la
dihydrofolate réductase (Chardon, 2008).

» Rifampicine

Elle agit sur les bactéries par fixation sur I’'une des sous-unités de I’ARN polymérase
ADN-dépendant entrainant un blocage de transcription de I’ADN en ARN. Les souches de
S.pneumoniae deviennent résistantes par des mutations portant sur le gene rpoB codant la
ARN polymérase ADN dépendante. Les souches résistantes a cet antibiotique sont rares
(Chardon, 2008).

» Tétracyclines

Les tétracyclines qui ont une activité bactériostatique se lient de facon irréversible a la
sous-unité 30S du ribosome, empéchant I’incorporation de nouveaux acides-aminés et
inhibant la synthése bactérienne. Cette résistance est généralement plasmidique, codée par le
géne tetM (Atale, 2007).

» Chloramphénicol

C’est un antibiotique a large spectre qui bloque la synthése bactérienne en se fixant sur
la sous-unité 50S au niveau de I’ARN ribosomale 23S. Les souches résistantes ont acquis une
chloramphénicol-acétylase responsable de I’inactivation de cet antibiotique. La résistance au
chloramphénicol est codée par le gene cat porté par le transposon conjugatif Tn5253 (Dang-
Van, 1978).
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> Aminosides

Les aminosides sont des antibiotiques bactéricides. Ils agissent en inhibant la synthése
protéique des bactéries. Leur site principal d’action est I’ARN ribosomal 16 S. 1l s’agit d’une
résistance de bas niveau par défaut de pénétration intrabactérienne de 1’antibiotique (Atale,
2007).

S.pneumoniae est exceptionnellement résistant a la gentamicine et fréquemment
résistant a la kanamycine. Le gene qui code pour la résistance a la kanamycine est le plus

souvent situé sur un transposon qui contient un gene de résistance tetM et ermB.

Ces antibiotiques ne seront pas utilisés seuls, mais en association avec des béta-
lactamines pour le traitement des infections seéveres a S.pneumoniae (endocardites...) (Mc
Dougal et al., 1998).

4. Sérotypes

4.1 Classification des sérotypes

Les polysaccharides antigéniques sont a la base de la classification sérotypique des
pneumocoques (Brisou et al., 2004). La réaction consiste a provoquer une agglutination avec
les antigénes pneumococciques homologues représentés sur le corps bactérien. Une réaction
positive se traduit par I'obtention de gros agglutinats. On procéde a un screening a l'aide d'une
réaction polyvalente sous forme de pools de sérums (Edoh et al., 1988), la connaissance de
ces sérotypes est indispensable au choix d’un vaccin antipneumococcique donné (Dia et al.,
2013) , plus de 93 sérotypes pneumococciques sont connus (Song et al., 2013), bien que la
plupart des maladies invasives et non invasives soit associées a un nombre beaucoup plus

restreint des sérotypes (Smaoui et al., 2008).

Tableau 2. Classification danoise des 90 sérotypes de S.pneumoniae (Brisou et al., 2004)

1, 2, 3,4, 5, 6A, 6B, 7F, 7A, 7B, 7C, 8, 9A, 9L, 9N, 9V, 10F,
104, 10B, 10C, 11F, 11A, 11B, 11C, 11D, 12F, 12A, 12B, 13,
14, 15F, 154A, 15B, 15C, 16F, 16A, 17F, 17A, 18F, 18A, 188,
18C, 19F, 19A, 198, 19C, 20, 21, 22F, 22A, 23F, 23A, 23B,
24F, 24A, 24B, 25F, 25A, 27, 28F, 28A, 29, 31, 32F, 32A,
33F, 33A, 33B, 33C, 33D, 34, 35F, 35A, 35B, 35C, 36, 37, 38,
39, 40, 41F, 41A, 42, 43, 44, 45, 46, 47F, 47 A, 48
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4.2 Distribution des sérotypes

Depuis ’avénement des antibiotiques, 1’utilisation de ces molécules a entrainé une
modification des sérotypes responsables des infections. Ainsi, depuis des années, on a pu
constater une nette diminution de I’incidence des sérotypes « épidémiques » (sérotypes 1,3 et
5) associée a une augmentation de I’incidence des sérotypes de « portage ». La distribution
des sérotypes de pneumocoque a été étudiée dans beaucoup de pays et les sérotypes les plus
fréquents sont les 23, 14, 19 et 6 et sont les plus résistants a la pénicilline (Reinert et al.,
2010; Mehr & wood, 2012). Ensuite, 1’évolution de la résistance aux antibiotiques chez le
pneumocoque a été fortement influencée par les changements dans la distribution des

sérotypes sous la pression vaccinale du PCV7 (Hicks et al., 2007 ; Hanquet et al., 2010).
5. Vaccins antipneumococciques

Prés de 50 ans ont été nécessaires pour comprendre 1’action protectrice des anticorps
dirigés contre la capsule, ainsi que leur intérét pour la mise au point d’un vaccin, qui est un
moyen efficace de prophylaxie contre un grand nombre de sérotypes infectieux du
pneumocoque qui sont potentiellement porteurs de génes de résistance aux antibiotiques
(Fritzell, 2005 ; Lupien, 2015).

5.1 Le vaccin polyosidique 23- valent

Le Pneumo 23 de Sanofi Pasteur appartient a la seconde génération de vaccin
commercialisée aux Etats-Unis en 1983, puis en France en 1987, ce vaccin polysaccharidique
contient 23 valences (sérotypes 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F,
18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F et 33F) qui représentent entre 85% et 90% des sérotypes isolés
dans les formes invasives de la pathologie pneumococcique humaine. Plusieurs études ont
confirmé que les réponses en anticorps des sujets agés en bonne santé sont comparables a
celles des adultes jeunes. Chez les enfants, la réponse au vaccin anti-pneumococcique 23 est
médiocre avant 1’age de 2 ans. Le vaccin induit une réponse thymo-indépendante, 1’effet

immunogéne est donc nul avant cet age (Gaillat et al., 1985 ; Lee et al., 1995).
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5.2 Le vaccin heptavalent conjugué PCV7

En février 2000, un vaccin antipneumococcique conjugué heptavalent dénommé
Prevenar® a été congu pour étre actif contre sept sérotypes de pneumocoques. Il est enregistre
aux Etats-Unis et dans plusieurs autres pays dont la France pour la prévention des infections
invasives dues au pneumocoque, de 1’otite moyenne et de la pneumonie chez les enfants et
nourrissons. Le couplage des antigénes polysaccharidiques du pneumocoque, thymo-
indépendants, a une protéine porteuse permet de les transformer en antigenes thymo-
dépendants. Le Prévenar® contient 7 valences (sérotypes 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F et 23F).
Suite au phénomene de remplacement, des vaccins conjugués a 10 et 13 valences sont
développés. En cours d’année 2010, un nouveau vaccin conjugué, le vaccin 13-valent,
comportant 6 valences supplémentaires (1, 3, 5, 6A, 7F et 19A) a remplacé le PCV7, offrant a

la population cible une couverture sérotypique plus large.

Tableau 3. Sérotypes contenus dans les vaccins antipneumococciques

Le vaccin polyosidique | Le vaccin heptavalent | le vaccin 13- valent
23- valent conjugué PCV7
Les 1,2, 3, 4,5, 6B, 7F, 8, | 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F | 1, 3, 4, 5,6A, 6B, 7F,
sérotypes | 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, | et 23F. 9V, 14, 18C, 19A,
retrouvés | 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 23F.
19F, 20, 22F, 23F et
33F.
6. Traitement
Le traitement des infections a pneumocoques repose principalement sur

I’administration d’antibiotiques. Les principaux antibiotiques utilisés sont les béta-lactamines,
les macrolides et les fluoroquinolones. Egalement, la vancomycine, les tétracyclines et le
linézolide sont des molécules qui peuvent étre utilisées pour traiter les infections aux souches

ne répondant pas aux antibiotiques de premiére ligne (Lupien, 2015).
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1. Lieu et durée du travail

Ce travail, qui a duré trois mois, du 19/01/2016-19/04/2016, a été réalisé au niveau du
service de microbiologie du Centre Hospitalo-Universitaire Benbadis de Constantine.

2. Origine des souches

La taille de I’échantillon est représentée par 11 souches non redondantes de
S.pneumoniae isolées a partir de prelévements effectués chez des patients (enfants et adultes)
qui ne sont pas tous originaires de Constantine (Constantine, Sétif et Batna). La plupart sont
hospitalisés ou évacués a 1’hopital Benbadis et a l'origine d'infections invasives et non

invasives.

Durant notre étude, qui a eu lieu au niveau du service de microbiologie du Centre
Hospitalo-Universitaire Benbadis de Constantine et comme les souches de S.pneumoniae
sont rares ; nous avons pris en compte 6 souches de S.pneumoniae qui ont été isolées a partir
du 19/10/2015 et conservées. Du 19/01/2016 au 19/04/2016, qui a été la période de notre

étude, nous avons pu isoler 5 souches de S.pneumoniae.

Les prélevements proviennent de différents services (service de réanimation, urgences
médicales, urgences pédiatriques, service d'orthopédie, centre des brulés.), ou de patients en

ambulatoire.

Nos souches sont isolées de ponctions lombaires (LCR), d’hémocultures (sang), de
ponctions pleurales (liquides pleuraux), de liquide trachéal, de liquide articulaire et de pus
oculaire et auriculaire. Toutes les souches suspectées d’étre des pneumocoques par une
identification préliminaire (aspect des colonies, hémolyse alpha) sont prises en considération

puis soumises a d’autres tests pour I’identification formelle.

Aprés réception des prélevements, ceux-ci sont enregistrés par le corps technigue sous la

forme d’un numéro afin d’assurer le numéro du dossier.

Aprés ensemencement sur gélose a 5% de sang de mouton ou humain (annexe 1), c’est
la mise en culture a 37°C en anaérobiose pendant 24 a 48 h. Les renseignements de chaque

patient sont répertorieés sur le tableau 4 (annexe 3 ; tableau 4).
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Pus oculaire Liquide articulaire

Figure 7. Produits pathologiques utilisés
3. Conservation

La conservation des souches est réalisée sur milieux solides, selon les moyens, par

repiquage hebdomadaire sur gélose inclinée au sang de mouton frais ou cuit.

Figure 8. Conservation des souches de S.pneumoniae sur gélose inclinée au sang

4. Isolement et culture

Le milieu de culture utilisé est la gélose au sang constituée du milieu de base : Gélose
nutritive, gélose Columbia et/ou gélose Mueller- Hinton additionné de 5% de sang de mouton
frais ou cuit (annexe 1). Le milieu de culture changeait en fonction de la disponibilité du

milieu de base.

L’incubation est effectuée dans une étuve a CO2 (5 %), a 37°C et a pH optimum de 7,2

pendant 24 a 48 heures.
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5.5 Identification des souches par les méthodes conventionnelle

Pour identifier S.pneumoniae, nous avons suivi le schéma représenté par la figure 9.

Préléevement

A 4
Milieu gélose au sang

A

Identification des colonies a hémolytique

l A A 4

Coloration de Gram Test de catalase Test d’optochine
l ,,
Identification des Identification des
Gram positif, Sreptococcus spp
diplocoques ou en

courte chainette

, l

Sensibilité a I’optochine Résistance a I’optochine
(Diametre : >14mm) (Diametre : 9-13mm)

L v
A

S.pneumoniae Test de la lyse par les

sels biliaires
Détermination Y
du sérotype Soluble_ dans la Non solubles
- bile dans la hile

A
Streptococcus a-hémolytique
autre que S.pneumoniae

A 4
S.pneumoniae

Figure 9. Schéma récapitulatif de ’identification de S.pneumoniae
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5.1 Examen macroscopique

Cet examen nous permet d’avoir des renseignements sur 1’aspect des colonies, leur

taille, leur forme ainsi que du type d’hémolyse sur gélose au sang.
5.2 Examen microscopique apres Coloration de Gram

L’examen microscopique peut étre trés indicateur pour les pneumocoques qui ont une
morphologie bien spécifique (diplocoques a forme lancéolée, en flamme de bougie,
encapsulés, mais il n’est pas suffisant. Aussi, la coloration de Gram permet de mettre en

évidence les propriétés de la structure pariétale, elle se fait selon deux étapes (Annexe 4).

5.3 Test de la catalase

Principe

La catalase est produite en abondance par les bactéries a métabolisme respiratoire qui
peuvent détruire les peroxydes H20- dont I’accumulation a un effet 1étal pour les bactéries. La
catalase a la propriété de décomposer le peroxyde d’hydrogene (H202) avec dégagement d’O>

sous forme gazeuse selon la réaction suivante :
2 H 0 — 2 H,O0+ Oz

Réalisation du test
Prélever une quantité suffisante de culture et la mettre en suspension dans une goutte

d’eau oxygénée deposée sur une lame.
Lecture des résultats
La présence de catalase est marquée par la formation immédiate de bulles d’O2.
5.4 Test de lyse par les sels biliaires
Réalisation du test

Le test est réalisé selon la méthode de Lund (1959). Une riche suspension correspondant
a 2 Mc Farland est préparée a partir d’une culture jeune de pneumocoque dans de 1’eau
physiologique stérile puis séparée dans deux tubes a hémolyse. Dans un des tubes, on a ajouté
0,5 ml de solution de sels biliaires a 10% (Institut Pasteur). L’ autre tube sert de témoin. Les

tubes sont ensuite mis en incubation a 37°C pendant 30min.
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Lecture des résultats

L’éclaircissement du tube contenant des sels biliaires est révélateur de la présence de
pneumocoque et le test est considéré positif. L’éclaircissement partiel du tube est considéré

négatif.
5.5 Test de sensibilité a I’optochine
Realisation du test

Reéalisé selon la méthode de Lund (1959). Aprés avoir prélevé une colonie suspecte
alpha-hémolytique avec une anse stérile, celle-ci est ensemencée en stries serrées sur gélose
au sang. Un disque a I’optochine a 5ug contenant Spg d’éthylhydrocupréine (BioRad Disks,
Code : 53852, LOT : 2H3255) de 6 mm de diamétre est déposé a 1’extrémité de la strie, la ou
a commencé 1’ensemencement et la boite est incubée 18 & 24 heures & 35-37 °C dans un

incubateur & CO?2.
Lecture des résultats

La zone d’inhibition autour du disque est mesurée a 1’aide d’un pied a coulisse. Les
souches alpha-hémolytiques présentant une zone d’inhibition supérieure a 14 mm sont des
pneumocoques. Les souches alpha-hémolytiques sans zone d’inhibition ou avec des zones

d’inhibition comprises entre 9 et 13 mm doivent subir des tests complémentaires.
6. Détermination de la sensibilité aux antibiotiques

La détermination de la sensibilité aux antibiotiques est fondée sur la recherche des
diamétres d’inhibition et sur la détermination des concentrations minimales inhibitrices
(CMI). Ces deux techniques sont réalisées selon les techniques de standardisation de

’antibiogramme (2005).
6.1 Antibiogramme standard
Principe

L’antibiogramme standard utilise la technique de la diffusion en milieu gélosé selon les
normes préconisées par le Clinical Laboratory Standard institute (CLSI, 2007). Il permet
d’apprécier la modification de la croissance d’une souche bactérienne en présence de

I’antibiotique testé.
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Realisation du test
e Préparation de I’inoculum

A partir d’une culture de 18-24 H sur gélose Mueller-Hinton additionnée de 5 % de sang
de mouton, préparer une suspension en bouillon Mueller-Hinton équivalente au standard Mc
Farland 0,5.

Figure 10. Suspensions bactériennes des souches a tester

¢ Ensemencement

L’ensemencement des souches est effectué a 1’aide des écouvillons alors que les disques
d’antibiotiques (Bio-discs bioMérieux® SA, BioRad Marne-la coquette, France) sont
appliqués sur la surface de la gélose a 1’aide d’un distributeur automatique. Les antibiotiques

testés et les critéres d’interprétation sont representés dans le tableau 5 (annexe 5).
e Lecture

Reéalisée aprés 18-24 h d’incubation a 35-37 °C sous CO. La lecture de
I’antibiogramme est effectuée a partir des mesures a 1’aide d’un pied a coulisse. Ces valeurs

sont comparées aux valeurs critiques de 1’antibiotique correspondant.

Le germe est qualifi¢ de sensible (S), d’intermédiaire (I) ou de résistant (R) selon le

degré de sensibilité des souches, évalué par la mesure du diametre de la zone d’inhibition.
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6.2 Détection de la résistance aux béta-lactamines

La détection de pneumocoques de sensibilité diminuée a la pénicilline G (PSDP) est
réalisée avec un disque d’oxacilline a 5 ug (OXA-5) selon la méthode du CA-SFM (comite de
I’antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie (Chardon, 2008), aux criteres

suivants :

e diamétre OXA-5 > 26 mm : souche sensible a la pénicilline G et aux autres béta-
lactamines.
e diametre OXA-5 < 26 mm : souche de sensibilité diminuee a la pénicilline G et aux

autres béta-lactamines.

Ce test ne peut pas apprécier le niveau de résistance a la pénicilline G ou aux autres
béta-lactamines. L’utilisation d’autres disques de béta-lactamines ne permet pas de déterminer
le niveau de résistance a ces béta-lactamines. En conséquence, devant toute souche de
sensibilité diminuée (OXA-5 < 26 mm), il y a lieu de déterminer la CMI de la pénicilline G et
celle d’au moins une des béta-lactamines dont les propriétés pharmacodynamiques sont
compatibles avec une efficacité thérapeutique. En diffusion en gélose, le disque de pénicilline
G ne convient pas pour détecter les PSDP, ce disque trop fortement chargé donne des
diametres d’inhibition de 25 a 28 mm pour les PSDP, sans aucune corrélation avec les CMI.
Le dépistage des PSDP se pratique grace au disque d’oxacilline, méthode sensible. Le disque
chargé a 5 pg est recommandé : si le diametre d’inhibition est inférieur a 26 mm, la souche
doit étre considérée comme PSDP probable et subir des investigations complémentaires. Il

n’existe donc pas de diamétre critique pour toutes les autres béta-lactamines.
6.3 Détection des souches de sensibilité diminuée aux fluoroquinolones

Le dépistage des pneumocoques de sensibilité diminuée aux fluorogquinolones est réalisé
par la mesure de la sensibilitté a la norfloxacine. Si le diametre autour du disque de
norfloxacine (charge a 5 pg) est inférieur a 10 mm, il existe un risque de sélection in vivo de
mutants résistants aux fluorogquinolones [CA-SFM (Chardon, 2008)]. Dans notre cas nous

avons remplacé la norfloxacine par 1’ofloxacine.
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6.4 Test de caractérisation des phénotypes de résistance aux macrolides

La caractérisation du phénotype de résistance aux macrolides est effectué selon la
méthode de Diawara et al. (2016). A partir d’une suspension de S.pneumoniae a un standard
de Mc Farland 0,5, on effectue un ensemencement par écouvillonnage sur gélose MH
additionnée de 5% de sang de mouton. A l'aide d’une pince ou un distributeur de disques
d’antibiotiques, on applique 2 disques : clindamycine (DA, 2 pg) et érythromycine (E, 15 pg)
en laissant une distance de 12mm entre les deux disques. Apres 18 h a 24h d'incubation a 37°
C:

» l'absence d'une zone d'inhibition autour des deux disques indique le phénotype MLSg.

» La présence d’une résistance modérée de 1’érythromycine et la présence d’une zone
d’inhibition autour du disque de clindamycine avec action de synergie indique le
phénotype MLSg.

» l'absence d'une zone d'inhibition autour du disque d’érythromycine uniquement, avec
une zone d’inhibition autour du disque de clindamycine indique le phénotype M.

7. Détermination de la concentration minimale inhibitrice des béta-lactamines (CMI)
7.1 Détermination de la CMI par E-test
Principe

Le systeme E-test® utilise une bande en plastique non poreuse calibrée par un gradient
pré- établi de concentrations d’antibiotiques couvrant plusieurs dilutions pour déterminer la
CMI en pg/ml d’une souche testée en milieu gélosé (Joly-Guillou, 2006). Les antibiotiques
testés sont I’amoxicilline, le céfotaxime et I’imipenéme [Bandes E-test® BioMérieux, AB

Bio-discs, selon les recommandations du fournisseur].

Le gradient couvre une rangée de concentrations allant de 0,015 ou 0,016 a 256 pg/ml

ou 0,002 a 32 pg/ml selon 1’antibiotique (tableau 6).
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Tableau 6. Bandes E-Test et gradients de concentration

Antibiotique | Gradient de concentration (pg/ml)

Amoxicilline | 0,016-256 et/ou 0,015-256

Céfotaxime 0,002-32 et/ou 0,016-256

Imipeneme 0,002-32

Reéalisation du test
e Préparation de I’inoculum

L’inoculum est préparé en réalisant une suspension de colonies obtenues d’une culture
pure de 20 a 24 heures dans de I’eau physiologique stérile. La suspension est calibrée a

I’échelle 0,5 Mc Farland.
¢ Ensemencement

La gélose au sang utilisée est soit déja préparee, soit coulée avec une épaisseur de 4,5 a
Smm (une fois la gélose solidifi¢e, la boite est mise a I’étuve pour avoir une surface bien
séche). L’ensemencement est effectué par écouvillonnage qui consiste a imbiber un
écouvillon stérile de la suspension bactérienne, essorer sur le rebord du tube et effectuer un
passage de 1’écouvillon sur toute la surface de la gélose par simple rotation de 120° tout en
s’assurant que toute la boite est bien ensemencée, ensuite appliquer les bandes E-test® et
incuber immédiatement les boites a 37°C sous une atmosphere enrichie a 5% de CO- pendant
20 & 24 heures.

e Lecture de la valeur de la CMI

L’inhibition de la croissance se traduit par une ellipse. La valeur de la CMI correspond
au point d’intersection entre la limite de la zone d’inhibition et la bande d’E-test®. Les

valeurs obtenues sont comparées aux normes du CLSI 2007.
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Tableau 7. Critéres d’interprétation des CMI de S.pneumoniae selon les normes du CLSI
2007 (CLSI, 2007)

ATCC 49619
Interptétation Sensible Intermediaire Reésistant Controle  de
qualité
Antibiotique
Pénicilline <0,06 0,12-1 >2 0,25-1
Amoxicilline 0,03-0,12
Méningite <0,5 1 >2
Autre <2 4 >8
Céfotaxime
Méningite <0,5 1 >2 0,03-0,12
Autre <l 2 >4
Imipenéme <0,12 0,25-0,5 >1 0,03-0,12

7.2 Technique de dilution en gélose
Principe

Cette technique consiste a déposer des suspensions bactériennes calibrées sur des
milieux contenant des concentrations croissantes d’antibiotique. L’antibiotique testé est la

pénicilline (groupe industriel SAIDAL, Algérie).

La CMI est la plus faible concentration d’antibiotique capable d’inhiber la croissance
bactérienne (selon la technique de Standardisation de 1’ Antibiogramme a 1’Echelle Nationale
2011).

Realisation du test
e Préparation des boites de dilutions d’antibiotique

v Peser 51,20 mg de poudre titrée d’antibiotique.
v" Diluer dans le volume de solvant approprié pour obtenir une concentration stock de

5120 pg/ml (solution-mére).
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v

Procéder aux dilutions semi-logarithmiques de raison 2, dans de 1’eau physiologique
stérile, jusqu’a la concentration finale de 1,25 ug/ml (tableau 8).

Répartir 2 ml de chaque dilution d’antibiotique, dans la boite correspondante en
procédant de la plus faible concentration a la concentration la plus élevée sans changer
de pipette.

Compléter chaque boite avec 18 ml de gélose au sang (milieu Mueller-Hinton + 5% de
sang de mouton) liquéfiée et homogeénéiser délicatement le contenu des boites par des
mouvements circulaires.

La dilution obtenue (1/10éme) dans chaque boite aboutit a une concentration finale
allant de 512 pg/ml a 0,125 pg/ml. La gamme de dilution peut étre étendue selon les
valeurs souhaitees.

Préparer, en parallele, une boite témoin sans antibiotique en remplacant le volume
d’antibiotique par le méme volume d’eau physiologique stérile.

Apreés solidification, sécher les boites, couvercle en place, pendant 30 mn.

Tableau 8. Schéma des dilutions d’antibiotique pour la CMI a la pénicilline

Etape Concentration | ATB  Diluant | Concentration | Concentration finale

(ug/ml) (ml) (ml) | intermédiaire dans la gélose
(ng/ml)

SM 5120 5120 512

1 5120 2 2 | 2560 256

2 5120 1 3 | 1280 128

3 5120 1 7 | 640 64

4 640 2 2 | 320 32

5 640 1 3 160 16

6 640 1 7 |80 8

7 80 2 2 |40 4

8 80 1 3120 2

9 80 1 7 |10 1

10 10 2 2 |5 0,5

11 10 1 3125 0,25

12 10 1 7 1,25 0.125
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e Préparation de I’inoculum bactérien

Préparer un inoculum standard a une turbidité de 0,5 Mc F, utiliser I’eau physiologique
pour la préparation de la suspension directement a partir d’une culture jeune de la souche a

tester.

e Dépot des spots bactériens

v Déposer les spots dans les 15 mn suivant la préparation de 1’inoculum.
v" Marquer la boite de dilution d’antibiotique pour localiser et identifier chaque spot.
Commencer par la boite témoin, puis déposer les spots sur les différentes boites en allant de la

plus faible concentration & la concentration la plus élevee.

e Incubation

v' Laisser les boites a température ambiante, couvercle vers le haut, jusqu’a absorption
de I’humidité (séchage des spots, pas plus de 30 mn).
v" Renverser les boites et incuber a 37°c pendant 16-20 heures.

e Lecture des CMI

v" Placer les boites sur une surface sombre, non réflective.

v" Noter la CMI (la plus faible concentration d’antibiotique inhibant toute croissance
bactérienne visible).

v" Ne pas prendre en considération 2 colonies ou un léger film.

v" Comparer les résultats obtenus, aux valeurs critiques figurant dans les tables de lecture
correspondantes.

v' Classer la bactérie dans 1’une des catégories S, R ou L.
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8. Sérotypage
Principe

Le sérotypage est réalisé¢ par la méthode d’agglutination au latex. Le principe du
sérotypage est basé sur les réactions antigenes-anticorps. Nous avions a notre disposition un
ensemble de sérum poolés « A » a « | » du Statens Sérum institut de Copenhague
(Danemark). Chacun des 14 pools d’antisérum se composait d’un mélange de 7 a 11
anticorps. L’ensemble des 14 pools couvrait les 93 sérogroupes connus. Nous donnons le nom

de sérotypes a I’ensemble des sérotypes et sérogroupes.
Réalisation de la technique

La technique utilisée est celle de Slotved et al. (2004), visualisée par une agglutination
qui est le résultat macroscopique de la réaction antigéne-anticorps. Une suspension
bactérienne riche (2 Mc Farland dans de I’eau physiologique) est préparée. Sur une plaque
d’agglutination, 10ul de la suspension bactérienne a tester sont mélangés avec 10ul de
I’antisérum (commencer par les pools de A a I) (Annexe 6 ; tableau 9). La lame est secouée

dans un mouvement rotatoire manuellement pendant 5 a 8 secondes.
Lecture des résultats

La lecture se fait a I’ceil nu par ’apparition de particules agglutinées alors que le reste de
la suspension devient clair. Si I’agglutination est obtenue aprés 30 secondes, la réaction est

considérée comme faussement positive.
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RESULTATS ET DISCUSSION

1. Identification

S.pneumoniae est l'une des causes les plus fréquentes d'infections invasives graves,
telles que la méningite, la pneumonie et la bactériémie et la cause de morbidité importante
dans le monde. L'apparition et la propagation rapide de souches résistantes a la pénicilline et
de souches multirésistantes rend l'identification exacte des isolats de pneumocoques encore

plus importante qu'auparavant.

1.1 Examen macroscopique des colonies

Figure 11. Photographie de I’aspect macroscopique de S.pneumoniae sur gélose au sang aprés
incubation a 37°C pendant 24h

S.pneumoniae donne sur gélose au sang de petites colonies rondes de 0,5 a 1,5 mm de
diamétre, & dépression centrale, lisses, brillantes, entourées d'une zone d'hémolyse partielle

(alpha) donnant a la gélose une couleur verdatre comme le montre la figure 11.
1.2 Examen Microscopique apres coloration de Gram

L'observation microscopique a l'objectif a immersion montre des diplocoques a Gram
positifs lancéolés en flamme de bougie. Il sagit la d'une morphologie généralement

caractéristique du pneumocoque.
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1.3 Résultats de I’identification par méthodes phénotypiques

Tableau 10. Résultat de I’identification par les méthodes conventionnelles (11 souches)

n° Souche Reésistance a Solubilité dans les Test a la
1’optochine sels biliaires catalase
1 Sensible Positive Négatif
2 Sensible Négative Négatif
3 Sensible Positive Négatif
4 Sensible Positive Négatif
5 Sensible Positive Négatif
6 Sensible Positive Négatif
7 Sensible Positive Négatif
8 Sensible Négative Négatif
9 Sensible Positive Négatif
10 Sensible Positive Négatif
11 Sensible Positive Négatif

Selon le tableau 10, le test a la catalase n’a été utilisé que pour pouvoir faire la
discrimination entre streptocoques et autres Gram positifs. Concernant le test de sensibilité a
I’optochine, 11 souches sur 11 (100%) testées présentent un diametre supérieur a 14mm
(annexe 7 ; figure 12). Ce test nous a permis de faire le diagnostic différentiel surtout avec

les autres streptocoques qui sont résistants a lI'optochine.

Pour le test de solubilité dans les sels biliaires, les souches ne sont pas toutes solubles, 2

souches sur 11 (18,18%) présentent un résultat négatif (annexe 8 ; figure 13).

Notre étude donne un apercu sur la performance des différentes méthodes

phénotypiques pour I’identification de S.pneumoniae. Les 11 souches de pneumocoques sont
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identifiées comme S. pneumoniae sur la base de tests de routine (alpha- hémolyse,

caractéristiques des colonies et coloration de Gram).

Dans de nombreux laboratoires cliniques, le test de sensibilité a I’optochine est le test le
plus couramment utilisé pour la discrimination entre les pneumocoques et les autres
streptocoques du groupe viridans. En général, ces derniers sont généralement résistants a cet
agent, ainsi, quand il n'y a pas de zone d'inhibition autour du disque d’optochine, la souche est
régulierement identifiée comme un streptocoque. Un streptocoque a -hémolytiques optochine-

sensible est un pneumocoque.

Le test de solubilité dans la bile a été jugé comme une méthode simple et fiable pour
I'identification de S. pneumoniae (Arbique et al., 2004) . Ce test peut étre utilisé comme un
test supplémentaire si le résultat n'est pas concluant mais des souches de pneumocoque
sensibles a I’optochine et non solubles dans la bile ont déja été décrites (Kellogg et al., 2001)
et l'identification de Streptococcus sp fondée sur ce test peut souvent conduire a des résultats
erronés. Donc le test de sensibilité a 1’optochine reste le teste fiable comme méthode

conventionnelle pour I’identification de S.pneumoniae.

2. Profil épidémiologique
2.1 Répartition des souches de S.pneumoniae selon la saison

Tableau 11. Répartition des souches de S.pneumoniae en fonction des mois

Mois n°(%)
Octobre 02 (18,18)
Novembre 01 (09,09)
Décembre 02 (18,18)
Janvier 01 (09,09)
Février 03 (27,27)
Mars 02 (18,18)

Selon les données de la littérature, les infections pneumococciques sont en regle
sporadique, S.pneumoniae est remarqué en particulier dans la période hivernale avec des taux
élevés mais dans notre cas et vu les changements climatiques de cette année nous avons

obtenu un nombre faible de S.pneumoniae.

38



RESULTATS ET DISCUSSION

2.2 Répartition des souches de S.pneumoniae selon la nature du préléevement

Tableau 12. Répartition des souches de S.pneumoniae selon la nature du prélevement

Produit pathologique n°(%)

Liquide céphalo-rachidien 5 (45,45)
Prélévement trachéal 1 (9,09)
Liquide pleural 1 (9,09)
Pus auriculaire 1 (9,09)
Pus oculaire 1 (9,09)
Hémoculture 1 (9,09)
Liquide articulaire 1 (9,09)
Total 11 (100)

9,09%

45,45% W Liquide céphalo-rachidie

>

B Prélévement trachéal
H Liquide pleural

M Pus auriculaire

M Pus oculaire

B Hémoculture

Liquide articuliare

9,09%

Figure 14. Répartition des souches de S.pneumoniae selon la nature du prélévement

Nos souches de S.pneumoniae ont été isolées a partir d’une variété des produits
pathologiques responsables de diverses infections invasives et non invasives. En majorité, nos
souches sont d’origine invasive, provenant essentiellement de LCR avec une fréquence élevée
de 45,45 % (5/11). Par ailleurs, les autres souches sont isolées de liquide pleural, de liquide
articulaire, de pus oculaire, de pus auriculaire, d’hémoculture et préléevement trachéal dans de
faibles proportions (9,09%, 1/11 chacun) (figure 14).
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S.pneumoniae est le plus souvent responsable d’infection non invasive selon 1’étude de
Tali maamar et al. (2012), surtout dans les pus d’otites. Notre faible échantillon ne nous a pas

permis de faire cette constatation.

Quant aux infections invasives, le taux des souches isolées a partir d’LCR élevé est
retrouvé dans 1’étude de Hecini-Hannachi (2014) en Algérie (75%) et dans 1’étude de Dia et
al. (2013) au Sénégal (59,49 %). C’est I’inverse de ce qui a été constaté en Gambie par
Adegbola et al. (2006) ou les souches invasives de S.pneumoniae ont été isolées, surtout des
hémocultures (79 %) puis du LCR (16%).

2.3 Répartition des souches de S.pneumoniae selon le sexe

Tableau 13. Répartition des souches de S.pneumoniae selon le sexe

Sexe n°(%)
Sexe féminin 1(9,09)
Sexe masculin 10 (90,90)

9,09%

B sexe féminin

W sexe masculin

Figure 15. Répartition des souches de S.pneumoniae selon le sexe

Nos résultats montrent une nette prédominance des souches de S.pneumoniae isolées
chez des patients de sexe masculin avec 90,90% (10/11) des cas contre 9,09% (1/11) des
souches qui ont été isolées chez des patients de sexe féminin (sex-ratio 10) (figure 15).
D’aprées Avril et al. (1992) la fréquence des souches isolées chez ’homme est beaucoup plus

élevée.
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Verhaegen et al. (1990), trouvent que 60 % des infections & pneumocoques sont
retrouvés chez des patients de sexe masculin. Les infections a S.pneumoniae prédominent en

général chez ’homme a cause du terrain (sédentarité, tabagisme...).

2.4 Répartition des souches de S.pneumoniae selon le service clinique

Tableau 14. Répartition des souches de S.pneumoniae selon le service clinique

Service clinique n°(%)

Unité de réanimation médicale 5 (45,45)

Urgences médicales 2 (18,18)

Urgences pédiatriques 2 (18,18)

Service des brulés 1 (9,09)

Service d'orthopédie 1 (9,09)

Total 11 (100)
9,09%

9,09%

45,45%

W Unité de réanimation médicale
18,18%
Hm Urgences médicales

Urgences pédiatriques
M Service des brulés

m Service d'orthopédie

18,18%

Figure 16. Répartition des souches de S.pneumoniae selon le service clinique

Le laboratoire de bactériologie a recu dans la période de notre étude des prélévements
issus de plusieurs services tels que : 'unité de réanimation médicale, les urgences médicales,

les urgences pédiatriques, le service d'orthopédie et le service des brulés.
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Le tableau 14 montre que plus de 40% des isolements de S.pneumoniae provenaient de

patients hospitalisés a I’unité de réanimation médicale d’ou la sévérité de I’infection.

Les autres prélevements proviennent des urgences médicales et des urgences
pédiatriques avec une fréequence de 18,18% des cas pour chaque service (2/11), du service
des brulés et du service d’orthopédie avec une fréquence de 9,09% chacun (1/11). Les
infections a S.pneumoniae sont souvent graves et constituent un probléme de santé publique
(OMS).

2.5 Fréquence des infections a S.pneumoniae en fonction de la nature de ’infection et de

I’age

Tableau 15. Fréquence des infections a S.pneumoniae en fonction de la nature de I’infection

et de I’age

Nature de Tranche d’age n(%) Total (%)

Pinfection <Sans  6-17ans 18-40ans  41-59ans  >60ans

Otite 1(9,09) 0(0) 0(0) 0(0) 0 (0) 1(9,09)

INI
2 Conjonctivite  1(9,09) 0(0) 0 (0) 0(0) 0 (0) 1(9,09)
Méningite 2(18,18) 0(0) 2(18,18) 0(0) 1(9,09) 5(45,45)

1IN
9 Pneumopathie 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 2(18,18)  2(18,18)
Bacteriémie 1(9,09) 0 (0) 0 (0) 0(0) 0 (0) 1(9,09)
Arthrite 0 (0) 1(9,09) 0 (0) 0(0) 0 (0) 1(9,09)
Total (%) 5(45,45) 1(9,09) 2(18,18) 0 (0) 3(27,27) 11(100)

INI : Infection non invasive , IIN : Infection invasive
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Figure 17. Fréquence des infections a S. pneumoniae en fonction de la nature de I’infection et

de I’age

Les infections a S.pneumoniae sont observées dans toutes les tranches d’age avec des
extrémités variant entre 8mois et 86ans.

La tranche d’age qui semble la plus touchée par ces infections dans notre étude est celle
de I’enfant dont 1’age est inférieur ou égale a 5 ans (5/11, 45,45%), Suivie par la population
des personnes agees de plus de 60ans (3/11, 27,27%), les infections pneumococciques sont

beaucoup plus fréquentes aux ages extrémes de la vie [(Ortgvist et al. (2005) ; Kempf et al.
(2010), Collet et al. (2009)].

Nos onze souches de S.pneumoniae sont responsables d’infections dont la plupart sont
invasives (9/11, 81,81%).

Pour les infections non invasives, elles se répartissent en 1 cas d’otite (9,09%) et 1 cas
de conjonctivite (9,09%), remarquées surtout chez I’enfant de moins de 5ans. Concernant les
infections invasives, elles se répartissent en 5 cas de méningites (45,45%), observés presque
dans toutes les tranches d’age, 2 cas de pneumopathies (18,18%) observés chez les adultes de

plus de 60ans puis 1 cas de bactériémie et 1 cas d’arthrite (9,09% chacun) chez ’enfant et
chez I’adolescent (tableau 15).
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Nous pouvons constater dans notre étude que le taux de méningites est plus élevé chez
I’enfant et le taux des pneumopathies plus élevé chez les adultes de plus de 60ans,

conformément aux données de la littérature Smati et al. (1994).

3. Résistance aux antibiotiques
3.1 Résistance a la pénicilline

Tableau 16. Valeurs des diamétres d’OXA obtenus avec les valeurs de CMI pour la

pénicilline
souche CMI de pénicilline Diametres
(ng/ml) oxacilline (mm)
1 2 13
2 4 14
3 0,5 09
4 0,5 19
5 0,5 25
6 0,125 25
7 0,5 00
8 2 23
9 2 10
10 0,25 13
11 2 07

Figure 18. Résultat du test de screening par 1’oxacilline aprés incubation a 37°C pendant 24h
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La détection de la resistance a la pénicilline G a éte effectuée par un disque d’oxacilline
chargé a 5ug. Ce test a donné des diameétres d’OXA-5 < 26 mm pour les 11 souches testées,
ce qui signifie des souches 100% PSDP (CMI entre 0,125 et 4 pg/ml).

D’aprés ces résultats et d’apres la figure 18, nous constatons un taux tres élevé de
souches de sensibilité diminuée a la pénicilline (100%). Parmi ces souches, 5 sont résistantes
(5/11, 45,45%) et 6 sont de résistance intermédiaire (6/11, 54,54%). Les CMI des souches
résistantes s’échelonnent entre 2 et 4 pg/ml. Quant aux souches intermédiaires, leurs CMI
sont comprises entre 0,125 et 0,5 pug/ml (se référant aux normes du CLSI 2007 (CMI < 0,06
pg/ml sensible, CMI entre 0,1 et 1pg/ml : intermédiaire et CMI > 2 pg/ml : résistant).

S.pneumoniae est naturellement sensibles a de nombreux antibiotiques en particulier aux
béta-lactamines qui sont le traitement de référence des infections a pneumocoque mais la

situation actuelle en termes de résistance reste préoccupante.

Depuis la description de la premiére souche de sensibilité diminuée a la pénicilline G en
1967 en Australie, le taux de PSDP ne cesse d’augmenter dans de nombreux pays et selon
Bingen et al. (2005) et O'Brien et al. (2009) en Europe, c’est la France apres 1’Espagne qui
présente le taux de PSDP le plus élevé avec pres de 40 % des souches isolées chez 1’adulte, ce

taux s’¢levant chez I’enfant a 54 % pour les cas de méningites.

D’aprés Lupien, (2015) aux Etats-Unis, plus de 25% sont des souches PSDP, mais ce
pourcentage pourrait atteindre jusqu’a 60 et méme 80% en Amérique latine et dans quelques

pays d’Asie.

Les taux rapportés pour le Kenya, 1’Ouganda, la Tanzanie et I’Ethiopie ont été aussi bas
en 2003-2007 (Mudhune etal., 2009), untaux de  0,5% a été déclaré  en  Afrique du
Sud (Silberbauer et al., 2011).

Concernant les pays avoisinants, lestaux de PSDP étaient respectivement de 52,8
% et 43,3 % en Tunisie et au Maroc (Smaoui et al., 2009 ; Benbachir et al., 2012).

En Algérie, plusieurs études ont été faites et le taux de PSDP ne cesse d’augmenter. A
Constantine précisément et selon Smati et al. (1994), le taux de PSDP était de 12,5%, en

majorité de résistance intermédiaire a la pénicilline. D’aprés Benouda et al. (2009), dans une
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étude menée a Alger (1995-2000), le taux de PSDP était de 34,6%, pour atteindre 48,1%
selon 1’étude de Tali-Maamar et al. (2012) meneée entre 2005 et 2012. Le taux de PSDP a
grimpé pour attendre les 57% dans 1’étude de Hecini-Hannachi (2014).

Ces résultats montrent une nette augmentation de taux des PSDP dans notre pays
notamment dans les infections invasives et la diffusion des souches PSDP a transformé le

probléme thérapeutique en probléme de santé publique.

3.2 Résistance aux autres béta-lactamines
Tableau 17. Distribution des souches de S.pneumoniae en fonction de leurs CMI de

Pénicilline, Céfotaxime et Amoxicilline

Antibiotique Valeurs des CMI %S % 1 %R
(ng/ml)

Pénicilline 0,125 - 04 0% (0/11) 54,54% (6/11) 45,45% (5/11)
Amoxicilline 0,032 - 04 81,81% (9/11) 18,18% (2/11) 0% (0/11)
Céfotaxime 0,016 - 02 72,72% (8/11) 27,27% (3/11) 0% (0/11)
Imipenéme 0,004 - 0,125 100%  (11/11) 0% (0/11) 0% (0/11)
40%
35%
30%
25%

M Pénicilline

20%

B Amoxicilline

15% Céfotaxime

10%

5% +—

O% T T T T T T T T T T
0.0160.0320.0470.0940.125 0.19 0.25 0.38 05 0.75 1 15 2 4

Figure 19. Distribution des souches de S.pneumoniae en fonction de leurs CMI de Pénicilline,

Céfotaxime et Amoxicilline
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La détermination des CMI pour les autres béta-lactamines a été effectuée par des

bandelettes plastifiées « E-test » (annexe 9 ; figure 20, 21) et d’apres le tableau (17) nous

remarquons :

>

Parmi les souches de sensibilité diminuée a 1’amoxicilline, 2 souches sont
intermédiaires avec des CMI de 1 a 4 pg/ml et pour le céfotaxime, 3 souches sont
intermédiaires avec des CMIde 1 a 2 pg/ml.

Malgré le taux élevé de PSDP, aucune souche résistante a I’amoxicilline ou au
céfotaxime n’a ét¢ isolée.

Une souche (souche n°7) a une CMI a I’amoxicilline (4 pg/ml) plus élevée qu’a la
pénicilline (0,5 pg/ml) isolée d’un pus oculaire chez un enfant agé de 8 mois.

Une souche (souche n°5) a une CMI au céfotaxime (2 pg/ml) plus élevée qu’a la
pénicilline (0,5 pg/ml) isolée d’un pus d’otite chez un enfant agé de 11 mois.
L’imipenéme reste une molécule trés active, aucune souche résistante n’a été mise en

évidence dans notre étude.

Tableau 18. Description des souches PSDP

n Age Site d’isolement CMI (pg/ml)

Pénicilline Amoxicilline  Ceéfotaxime
1 9 mois LCR 2 R 0,38 S 0,38 S
2 35ans LCR 4 R 0,094 S 0,19 S
3 80 ans Liquide pleural 0,5 I 0,50 S 0,75 S
4 15ans Liquide articulaire 05 | 0,047 S 0032 S
5 11 mois Pus auriculaire 05 | 1,5 S 2 I
6 11 mois Hémoculture 0,125 | 0,047 S 0,016 S
7 8 mois Pus oculaire 0,5 | 4 | 0,75 S
8 70 ans LCR 2 R 0,032 S 0,047 S
9 23 ans LCR 2 R 1 | 1 I
10 86 ans prélevement trachéal 0,25 | 0,25 S 15 S
11 10 mois LCR 2 R 0,38 S 1 |
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3.3 Résistance aux macrolides et apparentés

Le taux de résistance a 1’érythromycine est de 54,54% (6/11) et 5 souches sur 6 sont

résistantes a la clindamycine.

La résistance aux macrolides reste préoccupante. S.pneumoniae a longtemps montré une
sensibilité vis-a-vis des macrolides. A noter que les macrolides font partie, jusqu’a présent,

des molécules prescrites en premiére intention.

Les souches PSDP sont le plus souvent résistantes aux macrolides et sachant que nos
souches sont 100% des souches PSDP, nous constatons que plus de la moitié des souches de
S.pneumoniae isolées dans notre étude présentent une résistance a 1’érythromycine, un taux
tres élevé comparé a ceux retrouvés dans d’autres études algériennes [Smati et al., 1994
(16%), Tali-Maamar et al., 2012 (31%), Hecini-Hannachi, 2014 (22%)].

Pour les streptogramines ‘pristinamycine’ aucune souche résistante n’est isolée.

Le mécanisme de résistance aux macrolides dans notre étude est de type « MLSg »
(figure 22) dont le support génétique est le gene ermB qui induit une résistance plus souvent
constitutive, ce gene code pour une 23S ARNr méthylase qui modifie la cible ribosomale de

ces antibiotiques.

Nous remarquons 1’absence de la résistance de type M, qui correspond a un systeme
d’efflux codé par le géne mef qui confere un bas niveau de résistance aux macrolides en C14
et C15.

Le phénotype de résistance de type MLSg associé au gene erm est le plus commun en
Europe, notamment en Belgique, France, Pologne (Méndez-Lagea et al., 2015), également en
Italie et en Espagne, alors qu'aux Etats-Unis, le mécanisme de résistance de type mef
prédomine (Bingen, 2005).

Le taux élevé de résistance a 1’érythromycine est di a I’introduction de nouveaux
macrolides (azithromycine, clarithromycine) et de leur usage excessif a la fois chez I’adulte

comme chez le jeune enfant dans les infections respiratoires hautes (Hyde et al., 2001).
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Figure 22. Phénotype de résistance aux macrolides MLSg

3.4 Résistances aux autres antibiotiques

Dans cette présente étude toutes les souches de S.pneumoniae ont été testées vis-a-vis
des 11 molécules d’antibiotiques appartenant a des familles différentes dont les béta-
lactamines, Macrolides, Tétracyclines, Sulfamides, Phénicolés, Fluoroquinolones,
Glycopeptides, Rifamycine. Leurs activités ont été évaluées par la méthode de diffusion en
gélose.

Les résultats de la mesure du diameétre des zones d’inhibition basée sur la
standardisation CLSI 2007 sont présentés dans le tableau 19 (annexe 10).

Tableau 20. Résistance de S.pneumoniae aux antibiotiques

Famille d’ATB Antibiotique n°(%)
béta-lactamines Pénicilline G (PSDP) 11 (100)
Cyclines Tétracycline 7 (63,63)
Macrolides Erythromycine 6 (54,54)
Clindamycine 5 (45,45)
Pristinamycine 0(0)
Sulfamides Cotrimoxazole 5 (45,45)
Phénicolés Chloramphénicol 3 (27,27)
Fluoroquinolones  Ciprofloxacine 1(9,09)
Levofloxacine 0(0)
Glycopeptides Vancomycine 0(0)
Rifamycine Rifampicine 0 (0)
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Figure 23. Répartition de la résistance de 11 souches de S.pneumoniae a 11 antibiotiques

3.4.1 Résistance aux fluoroquinolones

D’aprés le test de screening qui a été effectué par un disque d’ofloxacine (F2G) aucune

résistance n’est détectée (diametre inferieure a 10mm).

Pour la levoflaxacine (F3G), le taux de résistance est nul. Ces résultats sont en accord

avec ceux de Bamidele et al. (2012) en Nigéria ; Hecini-Hannachi. (2014) en Algérie.

Nous signalons dans notre étude un trés faible taux de résistance (1/11, 9,09%) a la
ciprofloxacine (fluoroquinolone de 2°™ génération). Les fluoroquinolones sont des molécules
trés actives sur les pneumocoques, mais plutét celles de troisieme génération comme la

lIévofloxacine.

La prévalence mondiale de la résistance aux fluoroguinolone est inférieure a 1 %,
toutefois celle-ci est beaucoup plus élevée dans certaines régions d’Asie telles que Hong
Kong ou elle a dépassé les 17 % (Ho et al., 2004), le Sri Lanka (9,5%), les Philippines
(9,1%) et la Corée (6,5%) (Morrissey et al., 2003 ; Song et al., 2004).
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Au Canada, I’utilisation de la ciprofloxacine a causé une augmentation de la prévalence

des souches résistantes de 1% en 1997 a 4,2% en 2005 (Adam et al., 2007).

Alors que, 2,3 % des souches étudiées au Centre de référence des Pneumocoques en
France avaient acquis au moins un mécanisme de résistance aux fluoroguinolones en 2007
(Kempf et al., 2011).

3.4.2 Résistance a la vancomycine et a la rifampicine

Dans notre étude, comme dans la littérature, toutes les souches ont été sensibles a la
vancomycine et a la rifampicine. Elles ne présentent que des phénotypes sauvages
« sensibles », ces résultats sont identiques avec ceux retrouvés dans d’autres études
Algériennes (Smati et al., 1994 ; Hecini —Hannachi., 2014).

Ces molécules restent une alternative dans le traitement des infections sévéres a

pneumocoques lors d’un échec thérapeutique.
3.4.3 Résistance a la tétracycline et au cotrimoxazole

Les taux de résistance a la tétracycline et au cotrimoxazole sont respectivement de
63,63% et 45,45 % dans notre étude.

Des taux de 30 % et 43 % sont observés dans une récente étude algérienne (Tali-
Maamar et al., 2012) et aussi 20 % et 51% (Hecini —Hannachi , 2014) alors que des taux de
résistance a ces deux antibiotiques, trés bas, sont rapportés en 1994 (14 % et 8 %) (Smati et
al., 1994).

3.4.4 Résistance au chloramphénicol

Le taux de resistance pour le chloramphénicol est de 27,27%. Dans 1’étude de Smati et
al., 1994 et celle de Hecini-Hannachi et al., 2014, le taux de résistance est nul et atteint 5,8%
d’aprés les résultats de Tali-maamar et al ., 2012. Le chloramphénicol est une molécule

rarement utilisée dans le traitement des infections a pneumocoques en Algérie.
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3.5 Résistance associée et multirésistance

Tableau 21. Résistance associée et multi-résistance de S.pneumoniae

Résistance N°(%)
AMR 0(0)
PEN 0 (0)
PEN+C 1 (9,09)
PEN+CL 1 (9,09)
PEN+TET 1 (9,09)
PEN+SXT 1 (9,09)
PEN+TET+C 1 (9,09)
PEN+ERY+SXT 1 (9,09)
PEN+ERY+TET 2 (18,18)
PEN+ERY+TET+SXT 3(27,27)

PEN+ERY+TET+SXT 271,27%

18,18%

PEN+ERY+TET

PEN+ERY+SXT 9,09%
PEN+TET+C 9,09%
PEN+SXT 9,09%
PEN+TET 9,09%
PEN+CL e
PEN+C 9,09%

PEN

AMR

PEN: pénicilline, ERY: érythromycine, C : Chloramphénicol, TET: tétracycline, SXT:

Cotrimoxazole, CL : Ciprofloxacine, AMR : aucun marqueur de résistance.

Figure 24. Résistance associée et multi-résistance de S.pneumoniae
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La multi résistance est définie chez le pneumocoque par la résistance a au moins 3

familles d’antibiotiques.

La fréquence des souches cumulant la résistance & une ou plusieurs familles

d’antibiotiques est indiquée sur la figure 24.

Nous remarquons différents phénotypes de résistance qui sont tous associés a une

diminution de sensibilité a la pénicilline.

Le nombre des souches qui ne présentent aucun marqueur de résistance ou un seul

marqueur de résistance (résistance isolée) est nul.
La résistance est associée a 2 marqueurs de résistance pour 4 souches :

» Pénicilline + Chloramphénicol : 1 fois
» Pénicilline + Ciprofloxacine  : 1 fois
» Pénicilline + Tétracycline : 1 fois
» Pénicilline + Cotrimoxazole  : 1 fois

Le taux des souches de S.pneumoniae multi résistantes est de 63,63% (7 /11), taux

¢élevé, comparé a celui de 20% retrouvé dans 1’étude de Hecini-Hannachi, (2014).

La fréguence des souches multirésistantes a atteint des proportion inquiétantes a
I’échelle mondiale (Felmingham et al., 2002), due & des mutations spontanées ou des
transferts horizontaux de geénes ou 1’acquisition de genes situés sur des €léments génétiques

mobiles (Claverys , 2002 ; Cattoir, 2004)

De plus, il a été récemment démontré que les antibiotiques constituaient des inducteurs
directs du mécanisme de compétence, confirmant que la pression de sélection qu’ils exercent

contribue aux transferts horizontaux de genes, et donc a I’émergence de multirésistance

(Prudhomme et al., 2006).
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4. S.pneumoniae et sérotypes

La capsule polysaccharidique demeure le facteur de virulence essentiel chez
S.pneumoniae, elle détermine plus de 93 sérotypes, dont une vingtaine est responsable
d'infections invasives (Song et al., 2013). Aprés avoir effectué une étude sur les profils de
résistance des souches isolées, il était nécessaire d’effectuer le sérotypage pour connaitre les
sérotypes qui circulent et qui entrent dans la composition du vaccin (couverture vaccinale

théorique).
4.1 Résultats du sérotypage par le test d’agglutination au latex

Les sérotypes des 11 souches de S.pneumoniae ont été déterminés a I’aide des
antisérums fournis par le Statens Serum Institut (Copenhague, Danemark). Le principe de la
méthode s’appuie sur 1’agglutination des particules des anticorps anti-pneumococciques

lorsque celles-ci sont en contact avec des antigenes capsulaires (annexe 11 ; figure 25).
4.2 Distribution globale des sérotypes

Tableau 22. Distribution globale des sérotypes

Sérotypes  n°(%)

19F 2 (18,18)
1 2 (18,18)
2 2 (18,18)
14 1 (9,09)
6B 1 (9,09)
3 1 (9,09)
18C 1 (9,09
4 1 (9,09

Total (%) 11 (100)
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Figure 26. Distribution des sérotypes des 11 souches de S.pneumoniae

Dans notre étude, les 11 souches sont sérotypées. Les sérotypes 19F, 1 et 2 sont plus
fréquents dont chacun présente un taux de 18,181% (2/11), suivis des sérotypes 14, 6B, 3,
18C et 4 retrouvés dans 9,09% (1/11) des cas chacun (figure 26).

Ce que nous pouvons constater, d’aprés les études qui ont été faites concernant les
sérotypes circulants, c¢’est que leur répartition varie d’un pays a un autre, ou d’une région a

une autre.

En Algérie, dans 1’¢tude de Tali-Maamar et al. (2012), les sérotypes retrouvés
¢taient les 14, 6B, 19F et 1. En Tunisie, les sérotypes les plus fréquents dans 1’infection
invasive dans 1’étude de Rachdi ez al. (2011) sont les 19F, 6B, 23F et 14. Quant au Maroc, les
sérotypes 19F, 14, 6, 23F, 5 et 1 sont les plus fréquents (Elmdaghri et al, 2012). Bien sir, il
faut tenir compte du fait que notre série de sérotypes est faible par rapport aux études

publiées.
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Au Nigéria, la répartition 19F, 5, 6B, 9V et 23F est retrouvée par Bamidele et al. (2012).
En Espagne, les sérotypes les plus fréquents sont les 3, 7F, 11A, 14, 19A et 22F
(Méndez-Lagea et al., 2015), alors qu’en Australie, les sérotypes 23F, 19F, 6B, 5 et le 1 sont

les plus rencontrés dans les infections invasives (Mehr & wood, 2012).

En Chine les sérotypes le plus souvent retrouvés sont les 19F, 19A, 6A, 23F, 14 et 6B
(Pan et al., 2015).

4.3 Distribution des sérotypes en fonction de I’age

Tableau 23. Distribution des sérotypes en fonction de I’age

Sérotypes Enfant (%) Adulte (%) Total (%)

19F 2 (18,18) 0 (0) 2 (18,18)
1 2 (18,18) 0 (0) 2 (18,18)
2 0 (0) 2 (18,18) 2 (18,18)
14 0 (0) 1 (9,09) 1 (9,09
6B 1 (9,09) 0 (0) 1 (9,09
3 1 (9,09) 0 (0) 1 (9,09
18C 0 (0) 1 (9,09) 1 (9,09
4 0 (0) 1 (9,09) 1 (9,09
Total 6 (54,54) 5 (45,45) 11 (100)

Le tableau 23 indique que chez I’enfant, les sérotypes rencontrés sont les 19F (2/11) et
1 (2/11), suivi des sérotypes 6B, et 3 chacun retrouvé une fois (1/11), alors que les sérotypes

2, 14, 18C et 4, ils ne sont pas identifiés chez 1’enfant (0/11).

Chez I’adulte, le sérotype 2 est le plus fréquent, retrouvé 2 fois (2/11) ainsi que les
sérotypes 14, 18C et 4, retrouvés une fois chacun (1/11). Quant aux sérotypes 19F, 1, 6B, et
3, ils ne sont pas identifiés chez I’adulte (0/11).
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D’aprés I’étude de Tali-Maamar et al. (2012) parmi les sérotypes retrouvés chez
I’enfant, on rencontre les sérotypes 19F, et le 6B. Hecini-Hannachi. (2014) a trouvé que les

sérotypes 1 et 3 sont plus fréquents chez 1’adulte.

Le sérotype 2, retrouvé 2 fois chez 1’adulte, est rarement trouvé dans les études

algériennes précédentes comme celles de Smati et al. (1994) et Tali-Maamar et al. (2012).

Le sérotype 14, rare dans notre étude, est le plus fréquemment rencontré dans 1’étude de

Tali-Maamar ef al. (2012).

4.4 Distribution des sérotypes en fonction de I’infection

Tableau 24. Distribution des sérotypes en fonction de I’infection

Sérotypes Infection non invasive Infection invasive Total (%)

Otite  Conjonctivite Méningite Pneumopathie Bactériémie Arthrite

19F 0(0) 0(0) 2(18,18) 0 (0) 0 (0) 0(0)  2(18,18)
1 1(9,09) 0 (0) 0 (0) 0(0) 0 (0) 1(9,09) 2(18,18)
2 0(0) 0(0) 2(18,18) 0 (0) 0 (0) 0(0)  2(18,18)
14 0(0) 0(0) 0 (0) 1(9,09) 0 (0) 0(0)  1(9,09)
6B 0(0) 0(0) 0 (0) 0(0) 19,090  0(0) 1(9,09
3 0(0) 1(9,09 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0(0)  1(9,09)
18C 0(0) 0(0) 1(9,09)  0(0) 0 (0) 0(0)  1(9,09)
4 0(0) 0(0) 0 (0) 1(9,09) 0(0) 0(0)  1(9,09)
Total (%) 1(9,09) 1(9,09) 5(45.45) 2 (18,18) 1(9,09)  1(9,09) 11 (100)
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D’aprés le tableau 24, nous observons que les sérotypes 19F et 2 sont responsables de 2
cas d’infection invasive chacun, alors que le sérotype 1 est responsable d’un cas d’infection

invasive et un cas d’infection non invasive.

Les sérotypes 2, 14, 6B, 18C, et 4, retrouvés une seule fois sont responsables d’infection

invasive. Le sérotype 3 est responsable d’un cas d’infection non invasive.

Dans les infections invasives, les sérotypes 19F et 2 sont responsables de méningites, le
19F chez I’enfant de moins de 5ans (18,18%) et le 2 pour 1’adulte (18,18%). Ces résultats ne
sont pas en accord avec ceux rapportés par Ramdani-Bouguessa et al. (2015) ou le sérotype
14 était le plus fréquent dans les méningites (34%) chez I’enfant. Hecini-Hannachi. (2014)
rapporte que le sérotype 19F est responsable d’une maniéré particuliére de pneumopathies
(22,22%).

Le sérotype 6B est incriminé dans un cas d’infection invasive (bactériémie) chez
I’enfant de 11mois (9,09%), ces résultats rejoignent ceux de Tali-Maamar et al. (2012) ou ce
sérotype a fait partie des sérotypes les plus fréquemment rencontrés dans I’infection invasive

de I’enfant agé de moins de 5 ans.

Dans notre étude, le sérotype 1 est responsable d’un cas d’arthrite et d’un cas d’otite
chez I’enfant avec une fréquence de 18,18%. Selon Smati et al. (1994), le Sérotype 1 est le
plus fréquent car c’est I’agent de 38 % des infections et selon une étude indienne, le sérotype
fréquent dans les infections invasives est le sérotype 1 qui représentait 22,9 % de tous
les isolats (Thomas et al., 2013).

Le sérotype 1 est considéré parmi les sérotypes responsables d’infections invasives dans

les pays en voie de développement (Mehr &Wood, 2012).
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4.5 Relation sérotype — résistance et frequence des sérotypes des souches de sensibilité

diminuée a la pénicilline

Tableau 25. Fréquence des sérotypes des souches de sensibilité diminuée a la pénicilline

Souche PSDP
Sérotypes b (0g) L%) Total (%)
19F 2 (18,18) 0(0) 2 (18,18)
1 0 (0) 2 (18,18) 2 (18,18)
2 2 (18,18) 0(0) 2 (18,18)
14 0(0) 1(9,09) 1 (9,09)
6B 0(0) 1 (9,09) 1 (9,09)
3 0(0) 1 (9,09) 1 (9,09)
18C 1 (9,09) 0(0) 1 (9,09)
4 0(0) 1 (9,09) 1(9,09)
Total (%) 5 (45,45) 6 (54,54) 11(100)

Comme les 11 souches qui ont fait I’objet de notre étude sont de sensibilité diminuée a
la pénicilline, nous remarquons que les deux souches portant le sérotype 19F, les deux
souches portant le sérotype 2 et la souche portant le sérotype 18C, sont résistantes. Ces
sérotypes sont responsables de méningite. Le reste des sérotypes (1, 3, 4, 6B et 14) sont de

résistance intermédiaire a la pénicilline (tableau 25).

Dans deux études algeriennes, le sérotype 19F est le plus observé parmi les PSDP car il

est fréquemment rencontré d’ou la sélection de la résistance (Tali-Maamar et al., 2012 ;

Hecini-Hannachi, 2014 ).
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4.6 Sérotype et multirésistance

Tableau 26. Sérotypes et multirésistance

Sérotype Multirésistance (%)
19F 2 (28,57)
18C 1 (14,29)

1 1 (14,29)

3 1 (14,29)

2 1 (14,29)

14 1 (14,29)
14,29%

28,57%

14,29% m19F
m18C
m1
m3
m2

w14
14,29%

14,29%

Figure 27. Sérotypes et multirésistance

D’apres la figure 27, les 7 souches multirésistantes sont serotypées, nous avons observés
les sérotypes suivants, liés a la multirésistance : 19F, 18C, 1, 3, 2,14. Le sérotype 19F est
multirésistant dans les deux cas (2/7, 28,57%). Dans 1’étude de Hecini-Hannachi. (2014), les

sérotypes 14 et 19F sont ceux qui présentent le plus de multirésistance (30%).

60



RESULTATS ET DISCUSSION

5. Sérotypes et couverture vaccinale

Tableau 27. Couverture vaccinale (n°, %) théorique des vaccins conjugués 7-valent (PCV7)
et 13-valent (PCV13) chez ’enfant et du vaccin polysaccharidique 23-valent (Pn-23v) chez

I’adulte
Vaccin* Enfant <17 ans Adulte > 18 ans
N=6 N=5
PCV7 3 (50%)
PCV13 6 (100%)
Pn-23v 5 (100%)

» Sérotypes contenus dans chacun des vaccins conjugués :
PCVT: 4,6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F.
PCV13: 4,6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F + 1, 3, 5, 6A, 7F, 19A.

» Sérotypes contenus dans le vaccin polysaccharidique :
Pn-23v : 1, 2, 3, 4,5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20,
22F, 23F et 33F.

Nous remarquons d’apres le tableau que, globalement, la couverture vaccinale
théorique par le vaccin 23-valent est tres élevée chez 1’adulte (100%). Chez I’enfant, la
couverture vaccinale théorique par le PCV7 est de 50% (3/6), le PCV13 semble plus efficace
dans notre population infantile, la couverture vaccinale théorique par ce vaccin est de 100%
(6/6).

L’épidémiologie de S.pneumoniae a été influencée dans certains pays par la réduction
des prescriptions d’antibiotiques, mais plus encore par I’introduction du vaccin, ce qui a causé
la diminution de la résistance aux antibiotiques tant en ce qui concerne les infections

invasives que la colonisation rhinopharyngée, surtout la pénicilline.

La couverture vaccinale théorique des infections invasives chez I’enfant 4gé de moins de
5 ans est de 76,66% pour le vaccin conjugué a 13 valences dans une précédente étude
algérienne (Hecini-Hannachi, 2014).

La mise en place de la vaccination doit s’accompagner de la surveillance de I’évolution

du portage du pneumocoque chez les enfants vaccinés et les non-vaccines.
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Cela signifie qu’une surveillance épidémiologique s’impose parallélement a une

politique d’utilisation plus prudente des antibiotiques.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les infections & Streptococcus pneumoniae représentent aujourd’hui un probléme de
santé publique, malheurecusement peu d’études sont effectuées en Algérie sur la résistance aux
antibiotiques, surtout les béta-lactamines et les macrolides, et sur la répartition des différents

sérotypes.

Dans notre étude, S.pneumoniae est responsable d’infections a majorité invasives,

retrouvées le plus souvent dans les méningites surtout chez I’enfant.

Nous rapportons également un taux trés important de souches de sensibilité diminuée a
la pénicilline qui atteint 100%. Ce taux est en nette augmentation dans notre pays comparé a
ceux retrouvés dans de précédentes études algériennes. Mais les niveaux de résistance ne sont
pas tres elevés (2 a 4 pg/ml) pour la pénicilline et aucune souche n’est résistante a
I’amoxicilline et au céfotaxime, ce qui permet a ces molécules d’étre utilisées dans le
traitement des infections a pneumocoques. Les béta-lactamines restent les antibiotiques de
choix tant que le niveau de résistance reste compatible avec une efficacité thérapeutique, alors
que dans les méningites a pneumocoques, le traitement par amoxicilline ou céphalosporines
de troisieme génération comme le céfotaxime n’est pas remis en cause. Les CM1 doivent étre
mesurées en cas d’infection sévere, d’échec clinique et de souches suspectées d’étre de

sensibilité diminuée a la pénicilline.

Le taux de résistance aux macrolides est élevé et atteint des niveaux de résistance élevés
ce qui est alarmant, car ces molécules sont utilisées dans le traitement des infections

respiratoires.

La résistance s’¢élargit a d’autres antibiotiques comme la tétracycline, le cotrimoxaole, et
le chloramphénicol. Le taux des souches multi résistantes dans notre étude est de 63,63%, la
diffusion et la propagation de la multirésistance est devenue un grand probléme pouvant
aboutir a des échecs thérapeutiques.

En termes de sérotypage, les serotypes prédominants sont les 19F, 1, et 2, remarqués le
plus chez I’enfant. La couverture vaccinale théorique par le PCV13 semble tres efficace dans

notre population infantile (100%).

La connaissance des sérotypes est importante pour le choix de la composition
d’un vaccin utilisable chez les sujets a risque surtout le jeune enfant. Heureusement, Le
vaccin antipneumococcique conjugué a été introduit dans le Programme de Vaccination

National en Algeérie le 24 avril 2016.
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Les infections a S.pneumoniae sont peu documentées en Algeérie. Devant la fréquence
élevée de pneumocoques de sensibilité diminuée a la peénicilline, la surveillance de la
résistance aux antibiotiques et la distribution des sérotypes est indispensable pour adapter au

mieux l'antibiothérapie, suivre I'épidémiologie des résistances et en prévenir I'extension.

Au terme de ce travail, nous proposons comme perspectives:

» La surveillance et le suivi des infections a S.pneumoniae pendant une période longue

avec un grand nombre de prélévements.

» La surveillance de I’antibiorésistance et de la multirésistance pour suivre 1’évolution

de la résistance et éviter les échecs thérapeutiques.

» Lasurveillance des sérotypes circulants pour connaitre 1’impact du PCV13.

» La caractérisation moléculaire des souches (méthode MLST) afin de pouvoir

surveiller les clones résistants en circulation.
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ANNEXES

Annexe 1. Milieux de culture
Milieu Columbia (formule en g/l d’eau distillée)

e Extraitdelevure...........eveeveeeeennn3,0

e Peptone de viande...........ccccevveriiinennns 5,0

e Peptonedesoja............cccccceeveenenn 3,0

o Tryptone........coovvvviviiiiiiininnnnnns 5,0

o Corur-Cerveau.......oovvvrrunnnnnnnnnnnnn 8,0

¢ AmIdON......ovniiiiii 1,0

e Chlorure de Sodium..................... 18,0
pH: 7,3

Milieu Mueller Hinton (Formule en g/l d’cau distillée)

e Extraitdeviande........................ 3,0

e Hydrolysat acide de caséine............17,5

e AmIdon.......ooiiiiiiiii i, 1,5

®  AQAl.. .t 16,0
pH: 7,3

e Extraitdeviande........................ 1,0

e Extraitdelevure...........ccevvvvinn... 2,5

o Peptone.........oovviiiiiiiiiiiiiiiii 5,0

e Chlorure de sodium..................... 5,0

® AGAr.....iiiii 15,0
pH 7,0

o Peptone.........ooeviiiiiiiiiiiiiin... 23,0
© AmMIdON.....ooveiiiiii 1,0
® NaCL...oooiii i, 55
®  AQAl.. ..t 10,0
e Sang de MOUtON...ccerenerenreneeneennns 50mi

pH final =7,3
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Annexe 2. Réactifs utilisés

Solution de I’eau oxygénée a 10 %

e FEauoxygénéea 110V

e FEaudistillée ...,

Solution de sels biliaires a 10%0

e Poudredesels biliaires.........coveeeeeeeeeininn.. 1,09
o Eaudistillée......oovminnee i, 10ml
Pénicilline G
o PENICIINE G..vvveeeeeee e 1.000.000 Ul
Antiserums (du statens institut de Copenhague)

Pool Composition (1.5ml) REF LOT
A 1,2,4,5,18 52390 HA11L6
B 3,6,8,19 52391 FB111L4
C 7,20, 24, 31, 40 52392 GC12L2
D 9,11, 16, 36, 37 52393 CD11L8
E 10, 12, 21, 33, 39 52394 KE11L2
F 17, 22, 29, 32, 41 52395 CF13L4
G 29, 34, 35, 42, 47 52396 DG13L5
H 13, 14, 15, 23, 28 52397 GH11L6
| 25, 28, 43, 44, 45, 46, 48 52398 Cl11L8
P 1,7,14,19 52399 MP31L2
Q 6, 18, 23 52400 BQ12L8
R 3,4,9, 12 52401 ER12L8
S 5, 8, 10, 15, 17 52402 ES13L2
T 2,11, 20, 22, 33 52403 HT11L6
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Disques d’ Antibiotiques

Antibiotique Charge (ug)
Oxacilline (screening) 5
Erythromycine 15
Clindamycine 15
Pristinamycine 15
Cotrimoxazole 1,25/23,75
Tétracycline 30
Chloramphénicol 30
Vancomycine 30
Rifampicine 5
Lévofloxacine 5
Ciprofloxacine 5
Ofloxacine (screening) 5

Annexe 3. Tableau 4. Fiche de Renseignements du malade

N° Date de Age sexe Nature du Service Provenance
souche  préléevement prélévement
1 01/01/2016  9mois H LCR Urgence CHU Constantine
médicale
2 17/11/2015  35ans H LCR Reanimation CHU Sétif
3 09/02/2016  80ans H Liquide pleural Reanimation CHU Constantine
4 15/02/2016  15ans H Liquide Service CHU Batna
articulaire d’orthopidie
5 05/03/2016 11mois H Pus auriculaire  Reanimation CHU Constantine
6 03/03/2016 1lmois H  Hémoculture service des CHU Constantine
brulés
7 22/02/2016  8mois H Pus oculaire Urgence CHU Constantine
pédiatrique
8 19/10/2015  70ans F LCR Reanimation CHU Constantine
9 24/10/2015  23ans H LCR Reanimation CHU Constantine
10 09/12/2015 86ans H  Prélevement Urgence CHU Constantine
trachéal medical
11 16/12/2015 10mois H LCR Urgence CHU Constantine

pédiatrique
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Annexe 4. Coloration de Gram

La coloration permet de distinguer les bactéries Gram positif des Gram négatif, basée sur la
différence de composition de la paroi.
-Préparation de frottis

e Etalement
e Séchage
e Fixation
-Coloration
Etapes Mode opératoire Temps Principe
-Recouvrir la lame de cristal | Iminute Le colorant violet pénetre dans

violet ou violet de gentiane les cellules bactériennes
- Rincer a I’eau distillée et
récupérer le cristal violet dans
un bécher (ne pas le jeter
dans le bac a coloration)

Coloration
primaire

- Recouvrir de Lugol I1minute Il se forme un complexe
N - Rincer a I’eau distillée et chimique entre le violet et le
§« I’égoutter Lugol qui fixe le violet et colore
s le cytoplasme de toutes les
S bactéries en violet.
P
Tenir la lame inclinée et faire | 5 secondes L'alcool dissout le violet de
couler pendant quelques | environ gentiane, si la paroi bactérienne
- secondes de l'alcool a 95° est perméable
2 jusqu'a écoulement incolore. a lalcool (les lipides sont
g - Rincer immédiatement a dissous par I’alcool), celui-ci
S I’eau distillée et égoutter pénetre dans la
A bactérie et décolore son

cytoplasme : la bactérie devient
incolore.

Si la bactérie a une paroi
imperméable a l'alcool (épaisse
et sans lipides), elle reste colorée
en violet et elle est dite Gram +.

Recouvrir la lame de fuschine | 1 minute La fuchsine recolore en rose la
- Rincer a I’eau distillée bactérie précédemment
décolorée : bactérie Gram -.

Coloration
secondaire

Egoutter entre 2 morceaux de
papier-filtre et
laisser secher

Séchage
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Annexe 5. Tableau 5. Antibiotiques testés et critéres d’interprétations des diameétres

d’inhibition pour S.pneumoniae selon les normes du CLSI 2007

Charge du Valeurs  critiques  des  diameétres
disque (ug) d’inhibition (mm)
Antibiotique
Sensible Intermediaire | Résistant
Pénicilline G 10 - - -
Oxacilline (screening) 5 >26 - <26
Amoxicilline 25 - - -
Cefotaxime 30 - - -
Imipenéme 10 - - -
Erythromycine 15 >21 16-20 <15
Clindamycine 15 >19 16-18 <15
Pristinamycine 15 >19 16-18 <15
Cotrimoxazole 1.25/23.75 >19 16-18 <15
Tétracycline 30 >23 19-22 <18
Chloramphénicol 30 >21 - <20
Vancomycine 30 >17 - -
Rifampicine 5 >19 17-18 <16
Levofloxacine 5 >17 14-16 <13
Ciprofloxacine 5 >19 16-18 <15
Ofloxacine (screening) 5 <10
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Annexe 6.Tableau 9. Distribution en échiquier de 90 sérotypes de S.pneumoniae selon les

pools (A-1) et les pools (P-T)

Sérotype(s) ou sérogroupe(s) avec pool:

Autres
sérogroupes
ou
Pool P Q R s T Serotypes
non-
contenus
dans les
vaccins
18F, 18A,
A L 18B, 18C 4 > 2
19F, 19A,
B 19B. 19C 6A, 6B 3 8
7F,  TA, 24F, 24A,
¢ 7B, 7C 20 24B, 31, 40
D 9A, 9L, ﬁ; ﬁé 16F, 16A,
9N, 9V 11D 36, 37
33F, 33A
12F, 12A, | 10F, 10A ’ ’
E ’ ’ ’ "133B, 33C, | 21, 39
12B 10B, 10C 33D
27,  32F,
F 17F, 17A | 22F, 22A | 32A, 41F,
41A
35F, 35A,
G 29 34 358, 35C 42 47F, 47TA
H 14 23F, 23A, 15F, 15A, 13, 28F,
23B 15B, 15C 28A
I 25F, 25A | 38 43 44 45 46, 48
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Annexe 7. Figure 12. Sensibilité a ’optochine

Figure 12. Souche de S.pneumoniae sensible a 1’optochine (diamétre > 14 mm)

Annexe 8. Figure 13. Résultat de test de la solubilité dans les sels biliaires

Figure 13. Résultat de test de la solubilité dans les sels biliaires

(A). Tube témoin ne contenant pas des sels biliaires (trouble).

(B). Tube contenant des sels biliaires (éclaircissement).
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Annexe 9. Figure 20 et 21. Résultats des concentrations minimales inhibitrices par la

technique du E-test

nRERERARE

Figure 20. Souche de S.pneumoniae de sensibilité diminuée au céfotaxime (CTX) et
I’amoxicilline (AML) isolée d’un LCR (CMI a 1pg/ml)

Figure 21. Souche de S.pneumoniae sensible a I’amoxicilline (CMI a 0,047ug/ml) et au
céfotaxime (CMI a 0,032pg/ml) isolée d’un Liquide articulaire
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Annexe 10. Tableau 19. Reésultats qualitatifs de 1’antibiogramme

Famille d’ATB Antibiotique C (no) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
béta-lactamines Peénicilline G 10

Oxacilline 5

Amoxicilline 25

Céfotaxime 30

Imipeneme 10
Macrolides Erythromycine 15 RRSSSSRRSR R

Clindamycine 15 RRSSSSRSSR R

Pristinamycine 15 S §SSSSSSS S S S
cyclines Tétracycline 30 RRSRRSRRSS R
Phénicolés Chloramphénicol 30 S RSRSSSSRS S
Glycopeptides Vancomycine 30 S §SSSSSSS S S S
Rifamycine Rifampicine 5 S SSSSSSS S S S
Fluoroquinolones Lévofloxacine 5 S §SSSSSSS S S S

Ciprofloxacine 5 S SSSSRSS S S S
Sulfamides Cotrimoxazole RSRSSSRRSR S

1,25/23,75

Annexe 11. Figure 25. Sérotypage par test d’agglutination

Figure 25. (A) absence des particules agglutinées ; (B) présence des particules agglutinées
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Résumé
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pour la tétracycline, 1’érythromycine, le cotrimoxazole, le chloramphénicol et la ciprofloxacine
respectivement. Concernant la résistance aux macrolides, le mécanisme rencontré dans notre étude est de
phénotype MLSg d’ou le haut niveau de résistance de ces molécules qui constituent une alternative aux béta-
lactamines. Les sérotypes prédominants sont les 19F, 1, 2, en particulier chez I’enfant. La couverture
vaccinale théorique par le PCV13 semble trés efficace dans notre population infantile (100%).
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