INTRODUCTION

Les infections respiratoires aigués (rhinopharyngites, sinusites, otites,
angines, bronchites, pneumopathies)restent a I’heure actuelle les affections les

plus fréquentes chez I’enfant de moins de 2 ans et les personnes agées de plus

de 60ans.[51]

Le pneumocoque constitue 1’origine bactérienne majeur responsable de
ces infections respiratoires aigues,et serait dans les pays industrialisés la
premiere cause de mortalité d’origine infectieuse(25% en cas de septicémie et
15% en cas de pneumopathie) ceci en dépit d’une antibiothérapie adaptée

d’ou la gravité de ces infections .[92,41,51]

Les infection respiratoires aigues constituent un véritable
probléme de santé publique avec des retentissements sociaux individuels et
collectifs importants . Elles sont la cause de 30 a 40% des hospitalisations et
de 10% du taux de morbidité et de mortalité .[9]

Cependant,la fréquence,la gravité et/ou la mortalité de ces
infections a pneumocoque(Streptococcus pneumoniae) traduisent des
difficultés de prise en charge de ces infections. Ces difficultés sont liées a
I’émergence et la propagation dans diverses régions du monde ces dernieres
annees de souches multi résistantes de Streptococcus pneumoniae aux
bétalactamines et aux macrolides du fait de Iutilisation croissante
irrationnelle d’antibiotiques [39 ,58,42,75,80,110], mais sont liées également
aux difficultés d’identification microbiologique formelle du germe incriminé
du fait de [IDexistence dans les produits pathologiques(prélévements
rhinopharyngés et expectorations surtout) de germes semblables de la flore

commensale.



De ce fait ,I’incidence croissante des souches multi résistantes limite
de plus en plus les possibilités d’antibiothérapie,ce qui conduit a la recherche

de nouvelles alternatives au traitement probabiliste .

Donc face a ces difficultés ,plusieurs études ont été menées ces
dernieéres années afin de pouvoir surveiller 1’évolution de la résistance de

Streptococcus pneumoniae aux antibiotiques.

Notre étude s’inscrit dans ce cadre et avait pour objectifs

spécifiques :
- d’identifier de facon formelle Streptococcus pneumoniae

- étudier le profil de sensibilité de Streptococcus pneumoniae aux

bétalactamines et aux macrolides

- faire une ¢tude comparative entre 1’évolution des souches isolées a

Dakar et celles isolées au Maroc.
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ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

| - RAPPELS SUR LES STREPTOCOQUES

I-1- DEFINITION

Les streptocoques sont des cocci a Gram positif groupés par paires,
chainettes ou tétrades. Ils sont immobiles, non sporulés, aéro-anaérobies
facultatifs, dépourvus de catalase et d'oxydase. Ils ne réduisent pas les nitrates et

sont résistants aux aminosides.

Les diverses especes de streptocoques sont regroupées dans la famille des

Streptococcaceae qui comporte sept genres :

+ Streptococcus (genre-type) et Enterococcus, fréqguemment rencontrés

en médecine humaine ;

+ Aerococcus, Gemella, Leuconostoc, bactéries opportunistes rares en

médecine humaine ;
+ Lactococcus et Pediococcus non pathogénes.

Récemment (en 1995), le genre Abiotrophia a été décrit. 1l regroupe deux
especes : A. defectiva et A. adiacens, antérieurement rangées avec les

streptocoques.

I-2 - CLASSIFICATION DES STREPTOCOQUES

Les streptocoques ne sont pas classés sur des critéres cliniques ou de
pathogénicite, car la plupart des especes (commensales ou pathogénes) peuvent
étre responsables d'infections réalisant des aspects cliniques tres differents.

Par conséquent, la classification des streptocoques est basée sur des criteres

bactériologiques.



I-2-1 — Critéres de classification

On distingue :
+ Le pouvoir hémolytique
- Hémolyse incompléte : streptocoques alpha-hémolytiques,
- Hémolyse complete : streptocoques béta-hémolytiques,
- Pas d'hémolyse : streptocoques non hémolytiques.
+ L’équipement antigénique : classification de LANCEFIELD

Un antigéne de la paroi, le polyoside C, permet de deéfinir plusieurs
groupes: A,B,C,D,E,F,G,H,K,L,M,N,O,P,R,S, T, U, V.

Certains streptocoques dépourvus de polyoside C sont dits "non

groupables”.
+ Les caractéres biochimiques

Ils permettent d'individualiser les especes dans le genre : Streptococcus

pyogenes, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus bovis, etc. ..

Ces classifications ne sont pas superposables ; toutefois, les caractéres
phénotypiques peuvent permettre en routine de classer et d'identifier la plupart

des streptocoques.

I1-2-2 — Classification en ensembles et sous-ensembles

Actuellement, on classe les streptocoques en "ensembles" et "sous-
ensembles”, ce qui n'est guere en conformité avec les regles de la taxonomie

bactérienne.
Ainsi, on distingue :
+ Les streptocoques pyogenes

Cet ensemble comprend plusieurs sous-ensembles :



- Streptococcus pyogenes, espéce-type du genre : c'est le streptocoque

béta-hémolytique du groupe A ;

- Streptococcus agalactiae : streptocoque béta-hémolytique du groupe
B;

- les streptocoques béta-hémolytiques des groupes C, Gou L ;

- les souches non hémolytiques d'origine animale.

+ Les streptocoques du groupe D
On retrouve dans cet ensemble trois especes commensales du tube digestif

de I'hnomme :
- Streptococcus bovis, le plus fréquemment isolé ;
- Streptococcus equinus ;

- Streptococcus alactolyticus.

+ Les streptocoques oraux

On y distingue six sous-ensembles. Ce sont ceux dénommeés autrefois
streptocoques viridans. Ils sont pour la plupart, alpha-hémolytiques, non

hémolytiques ou non groupables. Parmi eux, Streptococcus pneumoniae.
+ Les streptocoques non classeés.

Dépourvues d’antigéne de groupe,ce sont des bactéries commensales de
I’homme,présentes de fagon prédominante dans la cavité buccale, jouant un role
dans la genése de la carie dentaire (S.mutan).lls font aussi partie de la flore
normale de I’intestin,de la peau et des voies génitales. On distingue comme

espéce : S.mitis , S.sanguis et S.milleri .



I -STEPTOCOCCUS PNEUMONIAE

11-1 - HISTORIQUE [1]

Streptococcus pneumoniae fut isolé pour la premiere fois par Louis
PASTEUR en 1881, de la salive d'un enfant mort de la rage ; il I'appela

"microbe septique de la salive".

En 1883, TALAMON isola ce germe dans les crachats rouillés des
pneumoniques et I'appela "coccus lanceolé de la pneumonie”. La description de
cette espece fut réalisée par FRAENKEL et WEICHSELBAUM en 1886.

En 1910, différents types sérologiques furent découverts et permirent
I'emploi d'antisérums spécifiques. Ces derniers constituent le premier traitement

efficace de la pneumonie a pneumocoque.

En 1923, GRIFFITH observa que le pneumocoque virulent possédait une
capsule donnant aux colonies un aspect lisse ou smooth (S) ; la perte héréditaire
de la capsule entrainait la perte de la virulence et les colonies prenaient un

aspect rugueux ou rough (R).

En 1928, ce méme auteur montra gu'une souche R de S. pneumoniae non
capsulée et non pathogéene pour la souris, pourrait étre transformée en une

souche S capsulée et pathogene.

En 1944, MAC LEOD et MAC CARTHY montrérent in vitro que I'ADN

est le facteur transformant chez les pneumocoques.

La transformation de S. pneumoniae constitue la premiere description de
transfert génétique chez les bactéries ; c'est ainsi que fut établi le r6le de 'ADN
en tant que support chimique de I'hérédité, ouvrant ainsi la voie a la biologie

moléculaire.



I11-2—- CARACTERES BACTERIOLOGIQUES
I1-2-1 - Caractéres morphologiques

A l'examen microscopique, le pneumocoque présente un aspect de
diplocoque en flamme de bougie, en "8" ou en courtes chainettes, Gram positif.

Les formes virulentes sont capsulées.

Cependant, l'aspect n'est pas toujours évocateur. Par exemple, si
I'environnement est carencé en magnésium ou en présence d'anticorps dirigés
contre le sérotype capsulaire, on peut observer des chainettes relativement
longues. Dans certains cas, si le malade est sous traitement, les pneumocoques

peuvent prendre un aspect pseudo-bacillaire.

Dans certains produits pathologiques fibrineux et dans les cultures

anciennes, le pneumocoque prend mal le Gram et peut apparaitre Gram négatif.

La capsule est géneralement visible dans les produits pathologiques, mais
elle est parfois plus discréte, et particulierement belle aprés inoculation a

I'animal sensible (souris).

11-2-2 - Caractéres culturaux
+ Milieux de culture

On utilise des milieux nutritifs riches comme par exemple la gélose au sang

de mouton ou de cheval a 5%.

L'addition de gentamicine a la concentration de 6 pg/ml rend le milieu

sélectif au pneumocoque. [3]
+ Conditions de culture

La culture du pneumocoque peut étre réalisée a une tempeérature comprise
entre 25 et 42°C et a des pH situés entre 6,5 et 8,3. En routine, on cultive le

germe en 24 a 48 heures, entre 35 et 37°C. Le pH optimal est de 7,8.



Ce germe nécessite des conditions d'anaérobiose ou tout au moins une

atmosphere enrichie en CO2 a 5%.
+ Aspect macroscopigue des colonies

Les pneumocoques se présentent sous forme de petites colonies
transparentes, rondes, de 0,5 a 1,5mm de diametre. lls développent une
hémolyse de type alpha avec un verdissement du milieu, comme les

streptocoques viridans.

Les pneumocoques en culture sont sujets a une autolyse spontanée ; une

ombilication au centre de la colonie correspond a un début d'autolyse.

Les colonies ont un aspect muqueux lorsque la capsule est de grande taille.
Des colonies rugueuses, d'aspect ridé, sont rarement observées ; elles sont

formées par des souches non capsulées.

11-2-3 - Caractéres biochimiques

Le pneumocoque ne posséde ni catalase, ni peroxydase, ce qui induit

I'accumulation de I'eau oxygénée responsable en partie de son autolyse.

La mise en évidence d'activités enzymatiques, de la fermentation de sucres
et de la croissance en milieu hostile, a I'aide de microméthodes, permet
I'identification de Streptococcus pneumoniae et le diagnostic différentiel avec

d'autres especes de streptocoques.

Les caracteres biochimiques de Streptococcus pneumoniae sont présentes

dans le tableau I.
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Tableau | : Caractéres biochimiques de Streptococcus pneumoniae [67]

Test VP | ES |[ADH| BH [ARA|MAN | SO | TR [RA| SO | IN | LA |RIB|AM | GLY
C S R E F S U C |
Résultat | - - d - - - - + | + | d | d - - d

VP : réaction de VVoges-Prokauer

ADH : Arginine dihydrolase

ESC : esculine

ARA : L-Arabinose
BHS : bouillon hypersalé
MAN : Mannitol

SOR : Sorbitol

TRE : Tréhalose
(-) = Caractere négatif (0 — 25 % des souches)

RAF : Raffinose

SOS : Sorbose
INU : Inuline
LAC : Lactose
RIB : Ribose
AMI : Amidon

GLY : Glycérol

(+) = Caractére positif (71 — 90 % des souches)

(d) = Caracteére variable (26 — 70 % des souches).

11-2-4 - Identification formelle

L'identification formelle des pneumocoques repose sur trois criteres :

- la sensibilité a I'optochine ;

- la lyse par la bile ;

- la mise en évidence d'une capsule.

L'inoculation a I'animal sensible permet également de mettre en évidence

avec certitude Streptococcus pneumoniae.

+ Sensibilité a I'optochine (éthylhydrocupréine)

L'optochine est un dérivé proche de la quinine.
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Des disques de 6mm de diamétre sont chargés de 5ug d'optochine, dose
calculée pour provoquer sur une culture de pneumocoqgue sur gélose au sang,

une zone d'inhibition dont le diameétre est compris entre 12 et 35mm.

Les autres streptocoques sont résistants a I'optochine et se multiplient

jusqu'au contact du disque.

Cependant, 0,5 a 5% des pneumocoques sont résistants a I'optochine et

quelques streptocoques viridans sont sensibles a I'optochine [1].

Il convient donc d'étre nuancé et de tenir compte du diametre de la zone
d'inhibition : la plupart des pneumocoques en phase S (smooth ) ou R (rough)
ont un diametre d'inhibition supérieur a 15-20mm. Pour un diametre inférieur a

15mm, il est nécessaire de pratiquer des tests complémentaires.

+ La lyse par la bile ou phénomeéne de NEUFELD

A pH neutre, les pneumocoques provenant d'une culture en bouillon et mis
en suspension dans de I'eau stérile, sont lysés par une solution de désoxycholate
de sodium de 2 a 10%. La lyse se traduit par un éclaircissement du milieu en
guelgues minutes. Selon les auteurs, 86 a 100% des pneumocoques sont lysés

par la bile.

La sensibilité a I'optochine et la lyse par les sels biliaires sont spécifiques
des pneumocoques et peuvent étre utilisées pour les colonies en forme lisse.
Pour les souches rugueuses (dépourvues de capsule), le seul test utilisable est la

sensibilité a I'optochine.

+ Mise en évidence de I'antigene capsulaire

Elle s'effectue a l'aide d'un sérum antipneumococcique polyvalent, dirige
contre tous les types capsulaires. La réaction peut s'effectuer, soit a partir de

cultures, soit a partir de produits pathologiques.

Il existe plusieurs méthodes :
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- réaction du "gonflement capsulaire” ou réaction de NEUFELD.
Cette technique est aussi la méthode de choix utilisée pour le serotypage des

pneumocoques.

- réactions d'agglutination :
* agglutination de particules de latex sensibilisés ;
* coagglutination (COA) avec des staphylocoques tués ; [18]

* contre-immuno-électrophorése (CIE) . [22]

+ Inoculation a I'animal sensible

Les souris et les lapins sont hautement sensibles a l'infection par les
pneumocoques. La méthode de choix utilise I'inoculation intra péritonéale a une

souris jeune (12 a 14g). Celle-ci meurt en 24-48 heures a la suite d'une péritonite
aigué et bactériémie.
Cependant, 5% des souris inoculées survivent pendant une periode plus

longue, et dans ce cas, il faut les sacrifier au plus tard 96 heures aprés l'infection.

Les pneumocogues sont ainsi isolés en culture pure dans I'némoculture.

11-3 — Facteurs de virulence et pouvoir pathogéne
I1-3-1 — Le portage asymptomatique

Les pneumocoques sont des commensaux des Vvoies respiratoires

supérieures (nasopharynx) de I'nomme et des animaux.

Le portage est inversement proportionnel a I'age et au titre des anticorps

anticapsulaires de I'n6te. Le statut immunitaire de I'nGte est aussi un facteur

important dans la prévalence et la durée du portage. [45]

11-3-2 — Facteurs de virulence
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+ La capsule

La plupart des souches de Streptococcus pneumoniae posseédent des
capsules recouvrant la paroi cellulaire, et constituées de polyosides spécifiques

de type. Ainsi, 84 sérotypes de pneumocoques ont pu étre identifiés.

La capsule a été reconnue depuis longtemps comme le facteur de virulence
des pneumocoques. En effet, elle agit par diminution de I'opsonisation et de
I'ingestion des pneumocoques par les cellules phagocytaires : en recouvrant les
structures pariétales capables de fixer les fragments C3b du complément, elle
empéche ces derniers de se fixer sur les récepteurs (CR1 et CR3) des cellules
phagocytaires.

Les formes rugueuses ne possédent pas de capsule ; elles ne sont pas
virulentes.

+ La pneumolysine

Hémolysine intracellulaire libérée par autolyse, la pneumolysine est
responsable de I'hnémolyse alpha observée sur gélose au sang. Elle est élaborée
par toutes les souches isolées de pneumocoques [20]. C'est une toxine thiol-

activable, produite au cours des infections pneumococciques in vivo.
Sa pathogénicité et sa virulence ont été demontrées. [15, 38]
Elle agit par deux modes d'action :

- par une activité toxique cellulaire liée a I'activation du complément [4].
Cette activation pourrait étre associée a la libération de fragments
anaphylactogénes (C3a et Cba) conduisant a l'influx, et a I'activation de

polynucléaires sans capacité d'ingestion des pneumocoques ;

- par une modification de la fonction de certaines cellules du systeme
Immunitaire : phagocytes, lymphocytes T et B . [85]
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La pneumolysine provoque également une diminution des battements

ciliaires des cellules épithéliales.
+ La protéine A de surface
Elle est présente sur la majorité des souches de Streptococcus pneumoniae.

Le gene de cette protéine a été cloné, et I'injection des mutants entraine une

mortalité tres retardée par rapport a celle des souches isogénigues sauvages.

La protéine A de surface lie le facteur H du systeme complémentaire, qui

est une protéase active sur le compose C3 du complément.

11-3-3 — Pouvoir pathogeéne naturel

Les pneumocoques sont responsables d'infections tres séveéres a tous les
ages, avec une incidence elevée chez les enfants de moins de deux ans et les

sujets de plus de soixante ans.

La pneumonie franche lobaire aigué est la plus classique des
pneumococcies ; elle céde bien aux traitements antibiotiques mais reste
redoutable chez le sujet 4ge ou immunodéprimé.

Parfois I'infection respiratoire a pneumocoques est une bronchite
catarrhale grave chez le nourrisson (bronchite capillaire), le vieillard ou
I'immunodéprimé.  Les séreuses peuvent étre infectées : pleurésie avec risque

d'empyéme, peéricardite, synovite ou péritonite.

Les pneumocoques sont également responsables d'infections ORL (otites,
mastoidites, sinusites) mais aussi d'angines, pharyngites ou laryngites. Ces

infections sont plus fréquentes chez I'enfant.

La bactérie peut atteindre les méninges par contiguité ou par voie
hématogene provoquant une méningite purulente d'évolution souvent sévéere ou

compliquée par la survenue de cloisonnements de I'espace sous-arachnoidien.
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Le pouvoir pathogéne des pneumocoques dépend de la présence de la

capsule qui les rend résistants a la phagocytose.

I11- Infections respiratoires aigues a pneumocoques

I11-1- L’appareil respiratoire [66]

L’appareil respiratoire est constitué des voies aériennes basses et celles
hautes.
- Les voies aériennes hautes comprennent les fosses nasales, le larynx et la
cavité oropharyngée. Elles sont en communication avec le sinus osseux du
massif craniofacial, ainsi qu’avec ’oreille moyenne, par la trompe d’Eustache.
L’ensemble est également désigné sous le terme de sphére Oto-Rhino-
Laryngologique ou sphere O. R. L.
- Les voies aériennes basses sont formees par la trachee artére, les bronches et

le parenchyme pulmonaire.

I11-2- Les principales infections respiratoires aigues

I11.2.1.Les rhinopharyngites [5,65]

La rhinopharyngite se définit comme une atteinte inflammatoire de 1’étage
supérieur du pharynx avec participation nasale. Elle associe une rhinorrhée, de
la fievre et la toux. La rhinorrhée d’aspect purulente et la fievre ne sont pas
synonymes d’infection bactérienne. La rhinopharyngite aigué est la pathologie
infectieuse la plus fréquente du nourrisson et de I’enfant entre 6 mois et 8 ans.
Les virus sont de loin les principaux agents pathogenes surtout rhinovirus
(50%) et coronavirus (20%). Mais ceux-ci entrainent une diminution des
mécanismes de défense locaux non spécifiques de ’appareil muco-ciliaire de la

mugueuse respiratoire favorisant ainsi une prolifération bactérienne.
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111.2.2.Les angines [19, 65,30]

Ce sont des infections fréquentes chez ’adulte et chez 1’enfant. Elles sont
dues a ’inflammation des amygdales palatines. Les amygdales constituent ainsi
une zone de contact avec les germes du milieu extérieur, notamment chez
I’enfant au cours de 1’acquisition des défenses immunitaires. La survenue d’une
angine correspond a une infection localisée aux amygdales. Elle peut étre virale

ou bactérienne.

L’angine streptococcique est particuliecrement a craindre car elle peut étre a
I’origine de complications systémiques, notamment le rhumatisme articulaire

aigu et de complications suppuratives loco-régionales.

Selon 1’aspect clinique, on différencie les angines érythémateuses et
érythématopultacées des angines ulcéreuses et pseudo-membraneuses. Ces
différents aspects vont permettre d’orienter le diagnostic étiologique de

I’infection.
111.2.3.Les otites [65,19,105,2]

C’est une pathologie inflammatoire ou infectieuse de 1’oreille externe ou de

I’oreille moyenne.

Si les otites externes surviennent a tout age, les otites moyennes aigués sont

essentiellement observées chez I’enfant, en particulier avant I’age de 3 ans.

Elles sont plus rares chez 1’adulte mais les séquelles fonctionnelles
auditives et/ou infectieuses d’otites de 1’enfance peuvent persister a 1’age adulte

sous la forme d’une otite chronique.

L’otite externe est une pathologie inflammatoire ou infectieuse de la peau
du conduit auditif externe. Elle se manifeste par une douleur intense irradiant a

la joue et au cou associé a un écoulement purulent.
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L’otite moyenne aigue de I’enfant est la complication infectieuse la plus

commune de 1’enfance.

Environ 70% des enfants font une otite aigué¢ avant 1’age de 3 ans. La
survenue d’un premier épisode avant 1’age de 3 mois est un facteur pronostic
péjoratif en ce qui concerne le risque de récidives et de survenue d’une otite

chronique.

Le sexe male et la vie en collectivité sont des facteurs de risques reconnus

de survenue et de récidive des otites aigués.

La survenue d’un ¢épisode de rhinopharyngite virale et le
dysfonctionnement de la trompe d’Eustache qui en résulte sont les facteurs

déclenchant de I’infection de I’oreille moyenne.

Il est établi que ce sont les germes situés dans le rhinopharynx qui, en

colonisant I’oreille moyenne, déterminent la survenue d’une otite.

I11.2.4.Les sinusites [65,19, 105, 2]

Les sinus de la face sont tapissés d’une muqueuse de type respiratoire. Leur

infection par des bactéries est responsable d’une sinusite.

Les rhinites virales ou coryza sont le phénomeéne initiateur le plus fréquent
des sinusites aigués. D’autres facteurs tels qu’une déviation de cloison, une
infection dentaire ou une polypose naso-sinusienne prédisposent a 1’infection

des sinus.

Les sinusites aigués sont une complication des rhinopharyngites virales. 1l est
probable que I’altération de la clairance muco-ciliaire et les lésions muqueuses

secondaires a une infection virale favorisent la réplication bactérienne.
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Une sinusite aigu€ peut également €tre I’extension directe d’une infection
dentaire ou chronique d’une molaire ou d’une prémolaire du maxillaire
supérieur. La sinusite est alors dite unilatérale et s’accompagne d’une rhinorrhée
fétide et parfois d’une inflammation cutanée en regard. En 1’absence de soins

dentaires, 1’évolution de la sinusite se fait vers la chronicité.

Le développement d’une sinusite chronique est classiqguement rapporté a la
répétition et a I’insuffisance de traitements d’épisodes de sinusite aigué. Il est
bien entendu favorisé par des facteurs locaux (mycose, corps étrangers),

régionaux (foyer infectieux dentaire) ou genéraux (terrain immuno-déeprimé).

Le diagnostic de sinusite chronique est difficile et est souvent rapporté a

tort chez un patient présentant des céphalées ou des douleurs de la face.

Une sinusite chronique en dehors d’une poussée de réchauffement est soit
asymptomatique, soit se manifeste par une rhinorrhée purulente antérieure et/ou
postérieure, une obstruction nasale et parfois une sensation de plénitude de la

face.

111.2.5.Trachéites
Elles sont souvent d’origine virale et sont associées a une laryngite et/ ou a

une bronchite aigué.

111.2.6.Bronchite aigué
C’est une inflammation aigué des bronches et des  bronchioles chez un
sujet sain. Elle est souvent précédée d’une atteinte des voies aériennes

supérieures.[108]

111.2.7.Pneumonie
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C’est une inflammation aigues du poumon frappant un lobe par sa
totalité et par la présence d’un exsudat fibrineux remplissant les alvéoles
pulmonaires .L’évolution est cyclique depuis son début brusque et solennel,

jusqu’a sa défervescence rapide,en une seule crise .[102]
111.2.8.Les bactériémies et septicémies

Elles sont souvent associées a des lésions tissulaires, en particulier
pulmonaires. Cependant, elles peuvent exister en I'absence d'un foyer

cliniquement patent. Elles sont toujours d'un mauvais facteur pronostic.

111.2.9. Les méningites

Elles sont mortelles dans 10 a 30% des cas.
111.2.10.Les bronchites suppureées.
111.2.11.Les autres localisations :

- Les péritonites primitives ou favorisées par le port d'un dispositif intra-
utérin ;
- Les endocardites et pericardites ;

- Les arthrites.

111-3-Epidémiologie
Les infections respiratoires aigues représentent 30 a 50 % des
consultations en médecine et 30 % des hospitalisations. Elles représentent
également la troisieme cause de mortalité chez les enfants apres le paludisme et
les maladies diarrhéiques. La majorité des infections respiratoires aigues sont
communautaires. [102]
Le premier cas de résistance clinique a été signalée en Guinée en 1967

[74,97]. Entre 1967 et 1977 quelques rapports de par le monde commencent a
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signaler I’apparition d’isolats cliniques de résistance a la pénicilline et le plus
spectaculaire celui de 1977 signalant 1’épidémie mortelle du pneumocoque en
Afrique du Sud. [95,94].

Depuis cette date, la résistance a la pénicilline des isolats cliniques du
pneumocoque s’est répandue largement dans le monde [46]. Dés le début des
années 1980 plus de 10% de cas de résistance a la pénicilline observé chez des
isolats prélevés dans différentes régions du monde notamment en Israél, la
France, la Hongrie, la Pologne, I’Espagne, 1’ Afrique du Sud, la Nouvelle Guinée
et les USA depuis Mexico a Alaska. En effet aux USA les études menées dans
différents centres ont montré la prévalence de S.pneumoniae avec une
diminution de la sensibilité a pénicilline autour de 4-5% et les bactéries ayant

une résistance élevée (>4 pg/ml) étaient rares [56,101].

Pendant la période de 1988-1989 une étude épidémiologique en Hongrie a
révélé un taux de 58% de tous les isolats sont d’origine Pneumococcique dont
70% des isolats chez les enfants sont résistants a la Pénicilline[72]. Durant la
derniere décade les régions de forte prévalence de pneumocoque résistant a la
pénicilline sont : Afrique du Sud , Espagne, France ,Europe de I’Est ,Israél,
Corée du Sud ;Japon ,Nouvelle Guinée ;et les régions sud de I’Amérique du
Sud [ 8,11].

Aux USA la proportion de la résistance a la pénicilline augmente jusqu’a 25%

dans certaines localités (11, 73, 49,34, 76) .

Dans certains pays comme Iceland la résistance a la pénicilline et aux multiples
antibiotiques est apparue en 1990 atteignant rapidement les 20% chez les isolats

de S.pneumoniae chez les enfants [61].
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L’étiologie des pneumonies communautaires est multiple. Il peut s’agir
des bactéries dans 70 a 80 % des cas, majoritairement Streptococcus
pneumoniea et occasionnellement d’autres bactéries .

Les bactéries atypiques sont rencontrées dans 10 a 20 % des cas. Il s’agit
de Mycoplasma pneumoniae ,Legionella pneumophila et Clamydiae
pneumoniae.

Les virus sont impliqués dans 5 a 10 % des cas, il s’agit du virus
réspiratoire syncytial , du para influenzae , influenzae A et B et ceci
essentiellement chez les enfants.

Les infections respiratoires aigues constituent un véritable probleme de
santé publique , avec des retentissements sociaux individuels et collectifs

important : 10 % du taux de morbidité et de mortalité [9].

111.3.1.Données épidémiologiques [9,104]
111.3.1.1. Morbidité et mortalité dues aux IRA

Le nombre de déces du aux infections respiratoires aigues chez les enfants
de moins de 5 ans dans le monde est estimé actuellement a 1.900.000 /an. Les
infections respiratoires aigues sont les infections les plus fréquentes de I’enfant.
Elles sont la cause de 30 a 40 % des hospitalisations d’enfants.

Dans les pays de 1’Afrique subsaharienne , environ 1,2 millions d’enfants
de moins de 5 ans meurent chaque année d’infections respiratoires aigues,
principalement de pneumonie, qui est I’infection respiratoire la plus meurtricre
avec 80 %des déces .Dans ces pays , la mortalité par les IRA est amplifiée par
d’autres problemes de santé, tels que la malnutrition, la rougeole, I’infection a
VIH , ’insuffisance pondérale a la naissance, la drépanocytose.

Les infections respiratoires aigues occupent le deuxieme rang par leur morbidité
( 35,5 % ) apres le paludisme ( 37,1 % ) , ainsi que par leur taux de létalité qui
est de I’ordre de ( 5,1 % ) apres le paludisme ( 5,5 % ) .
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111.3.1.2. Transmission
Les infections respiratoires aigues sont transmises par contact direct avec les

sécrétions respiratoires soit d’un sujet malade ou d’un porteur sain .

V- Les antibiotiques

La classification des antibiotiques repose sur leur structure chimique et leur

mécanisme d’action, lesquels conditionnent leur spectre d’activité.

IVV-1-Les béta-lactamines [16,99]

Les béta-lactamines constituent la plus vaste et la plus prolifique famille
d’antibiotiques utilisée en thérapeutique. Ces derniéres années, la famille des béta-
lactamines s’est enrichie de nombreuses molécules particulierement dans le groupe
des céphalosporines. Cette croissance exponentielle constitue, avec la structure
spéciale des molécules des béta-lactamines, une des caractéristiques de ces

antibiotiques.

Les béta-lactamines sont caractérisées par leur structure et leur mécanisme

d’action.
I\VV-1-1-Structure [100,25,36,87]

Les béta-lactamines ont en commun le cycle béta-lactame, support de 1’activité

antibactérienne dont 1I’ouverture conduit a des produits inactifs.

Les molécules de béta-lactamines différent, dans le cas des dérivés classiques,
par la chaine latérale substituant : 1’acide 6-amino-pénicillanique (6 A.P.A.) dans le
cas des pénicillines et 1’acide 7-amino-céphalosporanique (7 A.C.A.) pour les

cephalosporines.



Il existe des dérivés dits « non classiques » ayant un noyau central modifié mais

possédant une structure apparentée.

Le représentant le plus ancien de cette famille est la pénicilline G.

+ Premier groupe

a Formule générale

Figure 1 : Formule générale du 1°" groupe.

= Les pénams

Leur noyau de base associe un cycle p-lactame a un cycle thiazolidine,
correspondant aux pénicillines. Les molécules se distinguent par la nature du radical

fixé sur le carbone 6 et se répartissent en cing sous-groupes :

- Le sous-groupe de la pénicilline G (benzylpénicilline) a pour spectre
d'action les bactéries a Gram positif et les cocci a Gram négatif, a I'exception des
souches productrices de pénicillinases. Il comprend la pénicilline G, ses formes retard
et quelques pénicillines orales (pénicilline V, phénéticilline, propicilline,
clomethicilline);

- les pénicillines anti-staphylococciques, résistantes a la pénicillinase du

staphylocoque : méthicilline et isoxazolyl - pénicillines (1’oxacilline, la cloxacilline,

la dicloxacilline);

- les pénicillines a large spectre, actives aussi sur certains bacilles a Gram
négatif mais sensibles a I'action de la pénicillinase du staphylocoque ou des -

lactamases des Gram négatifs;



- les aminopénicillines (I’ampicilline, I’amoxicilline, 1’épicilline);
- les carboxypénicillines (la carbénicilline et la ticarcilline) et I'apalcilline;

- les amidinopénicillines (I’amidinocilline ou la mecillinam et la

pivmécillinam) ne sont actives que sur les bacilles a Gram négatif;

- les inhibiteurs de pB-lactamases, produits dont le radical R6 est un

halogéne (I ou Br) ou pénicillines-sulfones notamment le sulbactam.

= |es Pénems

Ils se distinguent des pénams par I'existence d'une double liaison.

Figure 2 : Formule des pénems.

= |es Carbapénems

La N-formidoyl-thiénamycine ou imipenéme est le seul produit actuellement
utilisé. Doué d'un large spectre d’action, il est remarquable par sa grande stabilité vis

a vis de diverses pB-lactamases.

Figure 3 : Formule des carbapénems.

= | es Oxapénams ou clavams




Le représentant de ce groupe est lI'acide clavulanique, d'activité antibactérienne
tres faible mais utilisé comme inhibiteur de p-lactamases en association avec

I'amoxicilline ou la ticarcilline.

Figure 4 : Formule des oxapénams.

+ Deuxiéme groupe

a Formule générale
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Figure 5 : Formule générale du 2°™ groupe.

= | es Céphems

Ils correspondent aux céphalosporines au sens strict. Les produits utilises sont
des dérivés semi-synthétiques de la céphalosporine de 3°™ génération elle méme

produite par un champignon (Cephalosporium).
Certains céphems sont produits par des bacteries (Streptomyces). Ce sont les
céphamycines (la céfoxitine, le céfotétan)
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Figure 6 : Formule des céphems.



= | es Oxacéphems

Un seul produit de synthese totale a été développe : le latamoxef.
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Figure 7 : Formule des oxacéphems.

Céphems, céphamycines et oxacéphems sont globalement désignés sous le
terme de céphalosporines et classés, selon leurs proprietés antibactériennes, en quatre
"générations".

Ce sont tous des produits a large spectre, mais dont l'intérét réside surtout dans
leur activiteé sur les bacilles a Gram négatif. De ce point de vue, les trois genérations
se distinguent par leur niveau d'activité intrinséque et leur résistance a I'inactivation

par les B-lactamases.

+ Les Céphalosporines de 1¢ génération

Elles peuvent étre actives sur des souches résistantes aux pénicillines a large
spectre. Elles sont par contre détruites par les céphalosporinases de nombreux

bacilles a Gram négatif.

Les principaux produits sont les suivants :la céfalotine, la céfacétrile, la
céfapirine, la céfaloridine, la céfazoline inactives par voie buccale ; la céfradine, la

cefalexine, le céfadroxil, le céfaclor, la céfatrizine, actifs par voie buccale.

+ L es Céphalosporines de 2™ génération

Elles se distinguent des précédentes par une relative résistance a certaines
céphalosporinases et un léger gain d'activité sur les souches sensibles. Ce sont les

céfuroxime, céfamandole et céfoxitine.



+ Les Céphalosporines de 3*™ génération

Elles comprennent entre autres le céfotaxime, le latamoxef, la céftriaxone, la

céftazidime, le céfménoxime et le céftizoxime.

Quelques molécules proches des céphalosporines de 3™ génération, présentent
des avantages particuliers relatifs a leurs propriétés antibactériennes ou

pharmacologiques : céfopérazone, céfatiam, céfotétan, cefsulodine, céfixime.

+ Les Céphalosporines de 4°™ génération

Noyau de base
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Figure 8 : Formule des céphalosporines de 4°™ génération.

Ce sont des 7-meéthoxyimino céphalosporines zwittérioniques, caractérisées par
la présence d’un ammonium quaternaire en position Cs. Elles montrent peu d’affinité
pour les P-lactamases de classe | et peénétrent tres rapidement au travers de la

membrane extérieure des bacilles a Gram-négatif.

Elles comprennent au moins une demi-douzaine de produits incluant

cefpirome, céfépime, cefclidine, céfozoprane.

+ Troisiéme groupe

o Formule générale
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Figure 9 : Formule générale du 3*™ groupe.

Il correspond aux monobactams. Un produit est actuellement utilisé,

I'azthréonam. Son spectre est limité aux bactéries & Gram négatif aérobies.
I\VV-1-2-MECANISME D’ACTION DES BETA-LACTAMINES [25,17]

Les béta-lactamines appartiennent au groupe des antibiotiques actifs sur la paroi
bactérienne. Toutes les béta-lactamines ont le méme mécanisme d’action : elles
bloquent la synthése du peptidoglycane ou mureine, constituant de la paroi des
bactéries a Gram négatif et a Gram positif en inhibant la transpeptidase qui joue le

role de regulateur dans la synthese de celle-ci.
L’action des béta-lactamines est liée a la structure de la paroi bactérienne.

En regle générale, la paroi des bactéries a Gram positif se laisse pénétrer sans
difficulté par les béta-lactamines, car le peptidoglycane ne s’oppose pas au passage

des molécules d’aussi petite taille.

Cette regle ne s’applique pas aux bactéries a Gram négatif a cause de la structure
particuliére de la paroi de ces bactéries qui ne laissent passer les béta-lactamines qu’a
travers les porines. Les porines sont des protéines transmembranaires ayant la faculté
de se regrouper pour des canaux, des pores remplis d’eau, permettant ainsSi la

diffusion a travers la membrane de différents solutés hydrophiles.

La figure 10 montre de facon schématique les mécanismes d’action des

Bétalactamines.



B-lactames: pénicillines

Mécanismes d’action

du peptidoglycane

La conformation de la pénicilline est
proche de celle de la D-alanyl-D-alanine

NAMA
L-Alanine
D-Glutamate i.GI cine 0000
L-Lysine ‘ .* 11—
D-Alanine .
D-Alanine \

D-Alanine

Les pénicillines inhibent
une transpeptidation effectuée 0000
en dehors de la membrane cellulaire ...‘\)

du pentapeptide (Ala) avec libération NAMA= Acide N-acétylmuramique
d’une Ala .

Figure 10 : Mécanisme d’action des béta-lactamines [62]

La figure 11 montre de fagon schématique les mécanismes d’action des

Céphalosporines.



B-lactames : céphalosporines

Mécanismes d’action : identiques aux pénicillines
1) Inhibition de la transpeptidase === bloque la synthése

\ du peptidoglycane

: Transpeptidase :
.::': 11—

-~ )
l D-Alanine

liaison aux protéines fixant la pénicilline (PFP)

Figure 11 : Mécanisme d’action des Cephalosporines [62]

1\VV-2-Les macrolides

I\VV-2-1- Les macrolides vrais [10]
IV-2-1-1-Definition
Les macrolides vrais sont des molécules naturelles, lipophiles, hétérosidiques,
possédant un noyau lactonique central, oxygéne, composé de 12 — 16 chainons avec
peu ou pas de doubles liaisons et pas d’atomes d’azote endocyclique. Un ou plusieurs
sucres neutres ou aminés sont fixés sur le noyau lactonique, conférant a ces

molécules leur caractere basique.

Les macrolides vrais sont des bases faibles peu solubles dans 1’eau et solubles
dans la plupart des solvants organiques a I’exception du chloroforme (CCl4) et des

alcanes. Ce sont des substances ameres.

Les sels sont hydrosolubles. Le seul dosage microbiologique retenu par la

pharmacopée francaise est la méthode par turbidimétrie ou diffusion.

IVV-2-1-2-Classification



Les principaux macrolides naturels sont : I’érythromycine, 1’oléandomycine, la

spiramycine et la josamycine.

+ Erythromycine

L’érythromycine, obtenue par extraction biologique des cultures de
Streptomyces erythreus, est en fait un mélange de plusieurs substances voisines dont

une, largement majoritaire A, constitue le produit le plus utilisé en thérapeutique.

La formule chimique de 1’érythromycine A comporte un cycle lactonique a 14

atomes appelé Erythronolide, un sucre, la cladinose et un sucre aming, la désoxamine.

Sur le plan pharmacologie, 1’érythromycine présente une biodisponibilité tres
variable en raison de son instabilité en milieu acide, et ses taux sériques sont des lors
peu prédictibles lorsqu’elle est administrée par voie orale. Par ailleurs, elle présente
une demi-vie sérique courte rendant nécessaire des administrations multiples si 1’on
veut maintenir le plus longtemps possible sa concentration sérique au-dessus de la

CMI du germe en cause.
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Figure 12 : Formule chimique de I’érythromycine A

+ Oléandomycine

L’oléandomycine est obtenue par fermentation de Streptomyces antibioticus et
purifiée par cristallisation du chlorhydrate. Sa formule chimique comporte un cycle a
14 atomes lactoniques appelé oléandolide, un sucre, 1’oléandrose et un sucre aming,

la désoxamine.

RO .
RO e 0O 2 N(CHz3)»
’ o ' O3\Z
HC .- CHs ' s CHs
R D-désoxamine 6
OCHs

Oléandolide

Oléandomycine : R = H

L-oléandrose

Troléandomycine : R = CH3CO

Figure 13 : Formule chimique de I’oléandomycine

% Spiramycine

La spiramycine est un mélange de trois substances hétérosidiques tres voisines,
les spiramycines | (63 %), Il (24 %) et Il (13 %), extraites de Streptomyces

ambofaciens.



La spiramycine | est un macrolide a 16 éléments formant la génine, substituée
par trois sucres dont deux engagés dans un bioside. Les sucres fixés par le cycle par

des liaisons osidiques sont identifiés a :

- un disaccharide constitué d’un aminosucre, la D-mycaminose et de la L-

mycarose, unies par une liaison 1-4 ;
- un second aminosucre, I’isomycarnine fixée en 10.

Les spiramycines Il et Il sont respectivement des esters acétiques et
propioniques de la spiramycine | en position 4. Le produit usuel est un mélange dosé

en Unités Internationales.
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Figure 14 : Formules chimiques de la spiramycine et de la Josamycine

Spiramycine | Ri=H R,=(HsC)2 N Rs;=H
Spiramycine Il R; = COCH; R,=id. Rs=H
Spiramycine 111 R; = CO-CH,-CH; R;=H Rs=H

Josamycine R1 = CO-CH5C R2=H R3;=(HsC),CH-CH,-COH



+ Josamycine
La josamycine est produite par Streptomyces narbonensis var josamyceticus.

Sa structure est proche de celle de la spiramycine avec une génine a 16 atomes
et un disaccharide a deux sucres ; mais elle ne comporte pas d’aminosucre substitué

en 10. Elle est basique.

IVV-2-1-3-Mécanisme d’action des macrolides vrais [10,35,47]

Les macrolides doivent leur activité antibiotique a leur liaison a la sous-unité
50S du ribosome bactérien et plus précisement au niveau du complexe 23S du rRNA
en établissant des contacts limités mais précis entre une zone du domaine Il . et la
boucle de la peptidyl-transférase dans le domaine V ; ces deux régions formant une

poche adaptée aux macrolides et a d’autres antibiotiques.

La liaison des macrolides a ce site entraine une inhibition de la synthése

proteique.
Ce mode d’action implique que les macrolides sont essentiellement
bactériostatiques, sauf a concentration tres élevée.
IV-2-2- Les lincosamides [93]
IV-2-2-1-Classification
* La Lincomycine

Elle est obtenue par fermentation de Streptomyces lincolnensis. Elle résulte de
I’acidification d’un amino-acide cyclique par un aminosucre soufré : la pyranose. La
présence au niveau du radical amino-acide d’une fonction amine tertiaire confére a la

molécule un caractére basique.



+ La Clindamycine

C’est un dérivé hémisynthétique chloré qui résulte de la chloration de
I’hydroxyle en position 7 de la lincomycine par le chlorure de thionyle ou le chlore
avec inversion de configuration du carbone porteur. Lincomycine et clindamycine ne

contiennent pas de noyaux lactoniques comme les macrolides. Elles sont basiques.
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Figure 15 : Formules chimiques de la Lincomycine et de la Clindamycine

1\V-2-2-2-Mécanisme d’action des lincosamides

Le mécanisme d’action des lincosamides, comme pour les macrolides, implique
des récepteurs ribosomaux de la fraction 50S avec inhibition de la phase initiale de la

synthese protéique.
Cette inhibition survient dans les premiéres étapes par impossibilité de fixation
de I’amino-acyl-tRNA au site A et de formation de la liaison peptidique.
I\VV-2-3-Streptogramines ou synergistines [93]
IVV-2-3-1-Classification
Les streptogramines comprennent deux antibiotiques commercialisés :

- la pristinamycine extraite de Streptomyces pristinae spiralis ;



- la virginiamycine isolée a partir de Streptomyces virginiae.

+ Pristinamycine
La pristinamycine est un mélange de deux groupes de constituants :
- le constituant du groupe | (ou B) est un cyclopeptide amphoter ;

- le constituant du groupe Il (ou A) est un macrolide.

* La Virginiamycine

La virginiamycine se compose de deux facteurs : le facteur | (ou S) est un

depsipeptide ; le facteur Il (ou M) est une lactose macrocyclique.

Tableau 1l : Constituants du groupe | dans la Structure
des Streptogramines

Groupe | Ri1 R2
Pristinamycine I CoHs N(CHa)
Pristinamycine Ig C,Hs NH(CHz3)
Pristinamycine Ic CH3 N(CHs).
Virginiamycine S C2Hs H

Tableau 111 : Constituants du groupe Il dans la Structure

des Streptogramines

Groupe 11 R2

Pristinamycine 114 = Virginiamycine M; A2

Pristinamycine llg = Virginiamycine M, Az saturée




Les structures des constituants du groupe | sont apparentées de méme que celles

du groupe II.

Les streptogramines ne contiennent pas de sucre.

12

OH
Groupe |

Groupe |11

Figure 1 6 : Formules chimiques de la Pristinamycine et de la
Virginiamycine

IV-2-4-Dérivés de ’erythromycine A



1\V-2-4-1-Classification

+ Roxithromycine
La roxithromycine est un dérivé hémisynthétique de 1’érythromycine A

possédant 14 atomes de carbone. Elle est obtenue par blocage de la cétone en position

10 de I’érythromycine A.

H3CO —(CHj),—O—CH,—

Figure 17 : Formule chimique de la Roxithromycine

+ Clarithromycine

La clarithromycine est un dérivé hémisynthétique de I’érythromycine A a 14

atomes de carbone comme la roxithromycine. Elle est obtenue en bloguant le

point d’ancrage en position 7 par un méthyl.
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Figure 18 : Formule chimique de la Clarithromycine

1V-2-4-2-Mécanisme d’action des dérivés de I’erythromycineA

Le mécanisme d’action est le méme que celui des macrolides vrais.

IV-2-5- LES AZALIDES : 1.’ AZITHROMYCINE
IVV-2-5-1-Définition et structure

L’azithromycine est un antibiotique de la classe des Azalides (famille des

macrolides).

C’est un méthyl-aza-11-désoxo-10-homoerythromycine A avec un azote inclus
dans le macrocycle qui est agrandi a I’endroit du carbonyle. C’est une molécule a 15
atomes de carbone obtenue par une transposition de BECKMAN de I’oxime de
I’érythromycine A a I’aide du chlorure de tosyle, avec formation d’un iminoéther,

suivie d’une hydrogénation et d’une méthylation de 1’azote du cycle.
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Figure 19 : Formule chimique de I’Azithromycine

1V-2-5-2-Mécanisme d’action

Dérivée structurellement de 1’érythromycine, [’azithromycine présente un
mécanisme d’action similaire. Elle exerce une action antibactérienne par inhibition de

la synthése des protéines microbiennes.
IVV-2-6-Les kétolides

1VV-2-6-1-Définition et structure

Quinupristine — Dalfopristine est un nouvel antibiotique de la famille des

Macrolides, groupe des Sreptogramines, sous-groupe des Kétolides..

Comme son nom I’indique, elle est constituée d’un mélange de deux molécules,

dérivés hémi synthétiques de la Pristinamycine solubles dans 1’eau.

La Quinupristine (RP 57669), qui est une streptogramine du groupe B (I)

représente 30% du mélange : ¢’est la quinuclidinylthiométhyl pristinamycine IA.



La Dalfopristine (RP 54476) est une streptogramine du groupe A (II) et
représente 70% du mélange ; c’est la diéthyl amino éthyl-sulphonyl pristinamycine
HA.

“jj:L |O//NH\/f®

Figure 20 : Formule chimique de la Quinupristine (RP 57669)
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Figure 21 : Formule chimique de la Dalfopristine (RP 54476)

1V-2-6-2-Mécanisme d’action

SYNERCID posséde une action en deux temps. La Dalfopristine,
streptogramine A se fixe d’abord sur la sous-unité 50S du ribosome. La fixation de la
Quinuprisine, streptogramine B verrouille ensuite celle de la Dalfopristine d’ou une

inhibition irréversible de la synthese protéique et une bactericidie.

La figure 22 montre le mécanisme d’action de la Quinuprisine/dalfopristine.



Streptogramines (quinupristine/dalfopristine)

Mécanisme d’action:

'

Chngenert de ombaninatien stabke pegtifiue
ribosarae: - Facilise Biatic de 5y Feptidss.
inemplis |
inhibition précoce de Inkibition tardive de
Félongation peptidique I'éfongation peptiigue

Figure 22 : Mécanisme d’action des streptogramines [62]



+ La Télithromycine

Son mécanisme d’action s’apparente a celui des macrolides bien que des
différences au niveau moléculaire puissent exister : la Télithromycine agit par
blocage de la traduction de I’ARN au niveau de la fraction ribosomale 23S et

certaines données indiquent également qu’elle est capable de bloquer la formation de

la sous-unité 30S.

<«——— Méthoxy-

CH3' -CH3
, ) N(CHjs),
CH2 ) /’z' OH
© CHj;
0 N0 .
<— Fonction cétone en C4

Figure 23 : Structure de la Télithromycine



V- Résistance bactérienne

V-1- Définition

Pour chaque antibiotique est défini un spectre d’activité. Ce spectre d’activité
constitue 1’éventail des espéces bactériennes « sensibles »susceptibles d’étre
inhibées par des concentrations de cet antibiotique ( surtout in vivo, apres utilisation
d’une posologie standard).

Une espéece non sensible,qui n’entre pas dans le spectre d’activité d’un antibiotique
est dite « résistante ».

Cependant, une souche est dite «résistante» lorsqu’elle supporte une
concentration d’antibiotique notamment plus ¢élevée que celle qui inhibe le
développement de la majorité des autres souches de la méme espéce (rapport
technique n° 210 de 1’organisation mondiale de la santé 1961) [50].

Cette résistance est liée a un ou plusieurs mécanismes biochimiques,qui impliquent
I’¢tude des interactions entre I’antibiotique et les différentes voies métaboliques de la
bactérie.

Il existe plusieurs types de résistance bactériennes aux antibiotiques .

V-2-Les différents types de résistance [21]

V-2-1-Résistance naturelle

La résistance naturelle d’une espéce ou d’un genre est :

- Une caractéristique propre , concernant I’ensemble des souches de 1’espece
ou du genre.

- Portée par un chromosome donc toujours transmissible a la descendance :
transmission verticale.

- Un caractére permettant de définir le phénotype sauvage ou sensible de
I’espéce.

- Une aide a I’identification d’une espece.

V-2-2-Résistance acquise
La résistance acquise correspond a I’acquisition d’une résistance a un

antibiotique par une souche qui est normalement sensible. Et pour sa part, elle :



- Ne concerne qu’une proportion plus au moins importante, variable dans le
temps, de souche d’une espéce .

- Résulte d’une modification génétique par mutation ou par acquisition de
plasmides ou transposons ( résistance extra chromosomique) transmissible
horizontalement, parfois entre espéces différentes .

- Définit des phénotypes résistants .

V-2-3-Support génétique de la résistance bactérienne [70]
La cellule bactérienne contient un matériel génétique double :

- Un chromosome unique constitué par un long filament d> ADN
Pelotonné qui porte un grand nombre d’informations génétique et qui est
indispensable a la vie de la bactérie.

- La bactérie peut également contenir au niveau de son cytoplasme, un
ou plusieurs plasmides .

Les plasmides sont des molécules d’ADN bicaténaires circulaires,
extra-chromosomiques douées d’une replication autonome et qui sont
transmises de facon stable au cours des générations. En génerale, les
plasmides naturels des procaryotes ne sont pas indispensables a la vie
de la bactérie .

De ce fait, on peut dire qu’il existe deux supports essentiels :

- Le support chromosomique, ceci lorsque la résistance est codée par le

Chromosome bacteérien .

- Le support plasmidique, lorsque la résistance est codée par le plasmide.

V-2-3-1-Résistance chromosomique

+ Résistance chromosomique par mutation
La mutation correspond a une addition, une délétion ou une substitution de

bases, dont la consequence est une modification du code génétique . Cette

modification entraine une résistance soit :



- Enrendant la cellule impérméable a 1’antibiotique.

- Soit en rendant les cibles pariétales ( protéines de liaison a la pénicilline) ou
intracellulaire ( ADN gyrase, ARN polymérase, ribosomes ) spécifiques de

cet antibiotique indifférentes a la présence de ce dernier .
- Soit en codant pour la syntheése d’enzymes inactivantes .

Une mutation se caractérise par :

la rareté |

la spontanéité,

la discontinuité,

la spécificité,

I’indépendance,

la stabilité .

+ Résistance chromosomique par remaniement

Il peut s’agir d’un remaniement du génome. A titre d’exemple, il peut s’agir de
I’insertion de séquences apportant un promoteur permettant d’exprimer des
genes silencieux ou alors de 1’acquisition de fragments de chromosomes

étrangers par transformation .

V-2-3-2-Résistance extra chromosomique

L’acquisition d’une information génétique sous forme de plasmide entraine la
synthese de protéines nouvelles par la bactérie réceptrice . Celle-ci initialement
sensible devient résistante a un ou plusieurs antibiotiques. L’ information génétique
est portée par des plasmides transférables a d’autres bactéries par conjugaison, par
traduction ou par transformation [70] . L’ensemble de ces génes peuvent étre sur des
fragments d’ADN appelés transposons qui peuvent s’ intégrer soit dans des plasmides,

soit dans le chromosome en allant de 1’un a ’autre .



V-3-Phénotypes de résistance

C’est un groupe, un ensemble d’antibiotique permettant au mieux, avec
le plus de précision possible de préjuger des mécanismes de résistance dont
dispose une bactérie donnée et notamment mais pas exclusivement de son
équipement enzymatique [78].

Au sein de chaque espece, on distingue le phénotype sauvage ou
sensible, déterminé par les mécanismes naturels de résistance, et les phénotypes
résistants determinés par des mécanismes acquis de résistance [54] .

V-4- Les mécanismes de résistance

Trois mécanismes permettent d’expliquer la résistance aux antibiotiques:

+ modification de la cible des antibiotiques ; il peut s’agir de la :
- substitution de la cible au profit d’une autre cible,

- diminution de I’affinité de la cible pour I’antibiotique,
+ synthése d’enzymes inactivant les antibiotiques |

* diminution de la quantité d’antibiotique a l’intérieur de la bactérie ; elle
peut étre due a :
- une diminution de la perméabilité bactérienne vis-a-vis de 1’antibiotique,
- un efflux actif de I’antibiotique de I’intérieur vers DI’extérieur de la

bactérie.

Plusieurs de ces mécanismes peuvent coexister chez une méme bactérie et agir
en «synergie», conférant une résistance plus élevée non seulement aux antibiotiques
d’une méme famille, mais également a des antibiotiques de familles différentes,

surtout en cas de modification de la permeabilité.



V-5- La resistance de Streptococcus pneumoniae

Le pneumocoque était encore récemment reconnu sensible a la plupart des
antibiotiques (2 1’exception des aminosides). Mais des phénomeénes de résistance

acquise vis-a-vis de nombreux antibiotiques ne cessent d’émerger.

V-5-1- Résistance aux béta-lactamines

La premiere description de pneumocoque a sensibilité diminuée a la Pénicilline
G a été signalée en 1967 a Sydney en Australie [44] . En 1977, des souches
possédant un haut niveau de résistance a la Pénicilline G et des souches

multirésistantes sont décrites en Afrique du Sud [26] .

La résistance aux Céphalosporines de troisieme génération est beaucoup plus
récente [23].

Depuis, cette résistance est signalée dans de nombreux pays avec une

fréquence croissante.

Ces résistances, d’origine chromosomique, ne sont pas dues a une production de
béta-lactamases ; elles résultent de modifications dans les protéines cibles de la

bactérie : les protéines liant la Pénicilline (PLP) [69] .

Le pneumocoque posséde six PLP dont cing de haut poids moléculaire (PLP1a,
PLP1b, PLP2x, PLP2a, PLP2b) et une de bas poids moléculaire (PLP3). Chaque
béta-lactamine semble agir par I’intermédiaire de plusieurs PLP préférentielles,

différentes selon les molécules.

La résistance de bas niveau a la Pénicilline semble étre due a la diminution de
I’affinité de la PLP2x. Le haut niveau de résistance requiert une diminution de
I’affinit¢ de PLP supplémentaires : les PLP2b, la et 2a. La résistance aux
Céphalosporines de troisieme géneration est liée a des modifications de deux PLP :
les PLP2x et 1a [81].

L’¢étude des mécanismes de résistance a mis en évidence 1’existence d’échanges

génomiques entre les pneumocoques, entre les pneumocoques et certaines espéces de



streptocoques commensales du nasopharynx fréguemment exposées aux
antibiotiques, auxquels pourraient s’ajouter des mutations ponctuelles, ce qui

souligne le role des antibiotiques dans 1I’émergence de ces résistances [27,91,107] .

La résistance a la Pénicilline s’observe surtout dans les sérogroupes 23, 6, 19, 9

et le sérotype 14 [75].
V-5-2- Résistance aux MLSB [40,48,52,79,82]

Elle est apparue en 1967 et ne cesse de croitre en fréquence et en prévalence

dans de nombreux pays.
Deux principaux mécanismes sont a la base de cette résistance :

- une modification de la cible (sous-unité 50S du ribosome) par une méthylase
ribosomale codée par le géne ermB. Ce géne est associé a la résistance de haut niveau
aux Macrolides-Lincosamides-Streptogramines B. Les germes résistants par ce gene
expriment le phénotype MLSg constitutif (c(MLSg) ou inductible (iMLSg) ;

- un efflux actif de ’antibiotique vers [’extérieur de la bactérie, lié au gene mefA. Ce
gene est responsable de la resistance de bas niveau aux macrolides et détermine le
phenotype M [103]. Ce mécanisme parait comme le mécanisme prédominant de
résistance a 1’érythromycine chez les isolats cliniques de pneumocoques isolés dans

beaucoup de pays [98].

Les germes résistants par ce gene sont sensibles a la clindamycine et aux

streptogramines B.
D’autres mécanismes ont été récemment décrits. 11 s’agit :
- d’un mécanisme de résistance médié par le géne ermA (ermTR) ;

- d’altérations des protéines ribosomales L4 et L22, et de mutations de I’ARN

ribosomal 23S.
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Figure 24 : Structure du domaine II et V de la sous unité 23S de I’ARNr
de E. coli [64]

V-5- 3-Résistance aux kétolides

Les kétolides sont des dérivées hémisynthétiques de 1’Erythromycine A,
caracterisés par lI'absence de L-cladinose en position 3 de I'aglycone, d'une fonction

3-céto et d'une chaine latérale originale conférant une grande activité antibactérienne.

Ces molécules sont considérées comme une alternative face aux pneumocoques
multirésistants. En effet, la littérature est unanime sur I’excellente activité des
kétolides sur les pneumocoques sensibles et résistants a la Peénicilline et aux

macrolides, indépendamment des mécanismes de résistance [82,24,112].

Cependant, on observe in vitro apres une exposition repétée du germe a

I’antibiotique, le développement d’une résistance a la télithromycine [33]. Le



mécanisme évoqué est une modification de la cible, notamment une diméthylation de
I'’ARNr par le gene ermE [68] .

VI- Prophylaxie ( vaccination )

V1-1- Vaccin polysaccharidique

L’existence des réactions croisées a permis la mise au point d’un vaccin
antipneumococcique polyvalent : le Pneumo 23®, préparé a partir des polyosides
capsulaires des 23 serotypes les plus freqguemment rencontrés en pathologie humaine.
Depuis 1995, ce vaccin est recommandé en France dans les populations adultes a
risque : les sujets splénectomisés, les drépanocytaires homozygotes, les patients
atteints de syndrome neéphrotique, les insuffisants respiratoires, les patients
alcooliques atteints d’hépatopathie chronique, les insuffisants cardiaques et les sujets
ayant des antécédents d’infection pulmonaire ou invasive a pneumocoque [31].

En 2006, cette recommandation a été étendue aux populations d’enfants agés de
plus de cing ans qui présentent les mémes risques [31]. Notons que la
recommandation américaine est beaucoup plus large, puisqu’elle couvre également
toutes les personnes &gees de plus de 65 ans, ainsi que celles en centres de soins
tertiaires et les patients s€ropositifs. La couverture vaccinale en France est de I’ordre
de 15-20 % des individus de plus de 65 ans institutionnalisés ; elle est probablement
moins élevée au domicile [63]. Avec une recommandation beaucoup plus large, les

Etats-Unis atteignent une couverture de 1’ordre de 50 % des plus de 65 ans [77].

Ce vaccin s’administre en une seule dose et ne doit pas étre renouvelé avant

cing ans.

L’efficacité obtenue est de 60 a 80% chez les adultes et les sujets dgés, qui
produisent une augmentation de deux fois ou plus de leurs titres en anticorps

spécifiques, deux ou trois semaines apres la vaccination.

Du fait du développement tardif du répertoire des lymphocytes B produisant

les anticorps antipolysaccharidiques chez I’enfant, la capacité de produire des



anticorps contre certains sérotypes de Streptococcus pneumoniae n’apparait pas avant
I’age de deux ou trois ans, ce qui explique I’inefficacité de ce vaccin chez I’enfant de

moins de deux ans.

Cette mauvaise réponse aux problémes pédiatriques est une préoccupation
majeure, lorsqu’on sait que la plupart des bactériémies et méningites surviennent

avant 1’age de deux ans.

V1-2 - Vaccins conjugués

Il s’agit d’un vaccin pneumococcique dans lequel I’antigéne polysaccharidique est
couplé a une protéine afin d’améliorer son immunogénicité. Il a été récemment mis
sur le marché. Il couvre les sept sérosites les plus fréquemment associés a des
infections invasives chez les enfants de moins de cing. Ce vaccin offre 1’avantage
d’étre immunogene chez les enfants de moins de deux ans, et de protéger contre la
colonisation a pneumocoques, ce qui permet d’envisager un effet d’immunité de
groupe. Il était recommande en France, depuis 2002, pour les enfants de moins de
deux ans présentant un risque ¢levé d’infection a pneumocoques, et est désormais
recommandé a 1’ensemble des enfants de moins de deux ans [31]. En 2003, environ
30 a2 40 % des enfants de moins d’un an ont été vaccinés en France.

Ces vaccins sont immunogeénes deés les premiers mois de la vie. Ils provoquent
des séroconversions toujours supérieures aux vaccins polysaccharidiques classiques,

et cela, quel que soit I’age de la vaccination.

Le Prévenar®, un vaccin contenant les sept valences des sérotypes de
pneumocoques les plus souvent en cause en pathologie est désormais disponible ; son
efficacité est démontrée chez 1’enfant, excepté dans le cadre de la prévention des

otites, ou son efficacité est médiocre.



DEUXIEME PARTIE : MATERIEL ET METHODES
I-MATERIEL
I-1- CADRE D’ETUDE

Ce travail a été réalisé a 1’unité de recherche et de biotechnologie microbienne
du laboratoire de Bactériologie-Virologie du Centre Hospitalier Universitaire Aristide
Le Dantec pour les souches originaires de Dakar et au CHU Ibn Rochd de Casablanca

pour les souches issues du Maroc.
I-2- ORIGINE DES SOUCHES

Les souches de Streptococcus pneumoniae originaires du Maroc(Casablanca)
et du Sénégal (Dakar) ont eté isolées entre janvier 2007 et Juin 2007 a partir des
prelevements effectués chez des patients souffrant d’infections respiratoires aigués

(otite, angine, sinusite, pneumonie, pharyngite, rhinite....
1-3-CONTROLE DE QUALITE DES TESTS EFFECTUES

- Le controle de qualité des tests a été effectué grace a I’utilisation de souches

de référence : Streptococcus pneumoniae ATCC 49619

I-4- MATERIEL D’ETUDE
+ Matériel d’isolement

- Gélose Columbia

- Sang de cheval

- Sang de cheval lyse

- Anse de platine calibrée
- Jarre d’incubation

- Bougie

- Etuve a 37°c



Autoclave

+  Matériel d’identification
Peroxyde d’hydrogeéne
Disque d’oxydase
Lames porte-objets
Bile esculine
Sels biliaires
Disques d’optochine
Eau physiologique
Eau distillée
Bouillon trypticase soja
Slidex STREPTO A
Slidex PNEUMO

4+ Evaluation de la sensibilité

Pince

Tube a échelle Mac Farland (0,5)
Ecouvillon stérile

Boites de pétri

Sang de mouton

Sang de cheval lyse

Gélose Mueller — Hinton

Eau physiologique

Eau distillée stérile

Pipettes graduees (1ml et 20ml)
Tube a hémolyse

Disques d’antibiotiques (tableau V)
Bandes E-test® (AB BioDisk) (tableau V1)



Tableau IV : Disques d’antibiotiques

Antibiotiques Charges (ng)
p-lactamines
Amoxicilline 10
Ampicilline 10
Amoxicilline/ac.clavulanique 20 +10
Céfépime 30
Céfixime 5
Céfotaxime 30
Cefpodoxime 10
Ceftriaxone 30
Oxacilline 1
Penicilline G 10
Macrolides
15
Erythromycine 15
Azithromycine 15
Clarithromycine 100
Spiramycine 15
Pristinamycine ’

Clindamycine




Tableau V : Bandes E-test®

Antibiotiques

Gradients de concentration

(ng/ml)
p-lactamines
Amoxicilline 0.016 - 256
Ampicilline 0.016 - 256
Amoxicilline/acide clavulanique 0.016 - 256
Céfaclor 0.016 — 256
Céfeprime 0.016 — 256
Céfixime 0.016 - 256
Céfotaxime 0.002 - 32
Cefpodoxime 0.016 - 256
Ceftriaxone 0.016 - 256
Céfuroxime 0.016 - 256
Oxacilline 0.016 - 256
Pénicilline G 0.002 - 32
Macrolides

Erythromycine 0.016 - 256
Azithromycine 0.016 - 256
Clarithromycine 0.016 — 256
Spiramycine 0.016 — 256
Pristinamycine 0.016 — 256

0.016 — 256

Clindamycine

+ CONSERVATION

Cryotube




- Sang de mouton

- Glycérol

- GSC

- Lait écrémé

- Bouillon MH

- Bouillon Schaedler

- Bouillon cceur cervelle.

% EXPLOITATION DES RESULTATS

Les résultats ont été exploités a 1’aide du logiciel : logiciel WHONETV



II- METHODES

I1-1- ISOLEMENT ET IDENTIFICATION DES SOUCHES
11-1-1 Contro6le de qualité
11-1-1-1- Stérilisation

Une fois que les milieux de culture sont préparés, ils ont été mis a I’étuve a 37°¢
pendant 24 heures. Les milieux qui ne présentent pas de culture apres 24heures

prouvent ainsi leur stérilité.
11-1-1-2- Efficacité

L’efficacité des milieux et des tests a été contrdlée a I’aide de la souche de

référence de Streptococcus pneumoniae : ATCC 496109.

11-1-2 Isolement et identification de Streptococcus pneumoniae

Les techniques d’isolement et d’identification suivies pour le Streptococcus

pneumoniae sont décrites dans le schéma de la figure 25 .



A

Prélevement chez des
patients suspects (otite,
pharyngite, rhinite...)

Ensemencement sur
gélose au sang cuit

Culture sur gélose au sang ordinaire ou sang
cuit : petites colonies rondes plates avec une
dépression centrale, transparentes, hémolyse

Test a la

a-viridans
catalase : négatif

Test a l'oxydase : négatif
Test a la bile esculine : néaatif

Test de lyse par les sels biliaires

A 4

Coloration de GRAM

N

Diplocoques lancéolés
Ou coccies en
chainettes Gram positif

= non S.

N

Souche lysée par les
sels biliaires =
S. pneumoniae

r

l

Test de sensibilité a I'optochine
(6mm, 5ug )

Souche non lysée par
les sels biliaires =

A 4

A 4

Souche o-

hémolytique avec une

zone d’inhibition

14mm de diamétre

= S. pneumoniae

Souche o-

diamétre

hémolytique avec une
> zone d’inhibition
9Imm — 13mm de

Caracteres de S. pneumoniae

|
Galerie CSB strepto :

Souche o-
hémolytique avec une
zone d’inhibition
< 8mm de diamétre

cheval lysé

Détermination de la sensibilité aux
antibiotiques sur MH + sang de

! -

' Souche non sensible |
| al'optochine =non i
1 .

Figure 25: Isolement et identification de Streptococcus pneumoniae [88]

Autres morphologies



11-2- DETERMINATION DE LA SENSIBILITE AUX ANTIBIOTIQUES

La determination de la sensibilité aux antibiotiques est fondée sur la recherche
des diamétres d’inhibition et sur la détermination des concentrations minimales
inhibitrices (CMI).

Deux méthodes ont été utilisées :

- la diffusion en milieu gélosé

- Epsillometer-test (E-test)
I1-2-1- Controle de qualité

Les méthodes d’étude de la sensibilité ont été validées a ’aide de la souche de
référence suivant la procédure Four-day-run. Cette procédure se déroule pendant

quatre jours successifs comme 1’indique la figure ci-dessous.



Repiquage de la souche

conservée dans du glycérol :

\ 4

Repiquage de la primo culture

A 4

Jour 3

A partir de la seconde culture
préparer une suspension de 0.5
McFarland

A 4

Apres 15 minutes, ensemencer
les géloses :

- 49613' ‘gseémoniae ATCC Tous les antibiotiques
{£29) > exceptés macrolides :
CO:2 pendant 20-24h

A 4

Appliquer les bandes d’E-test
et les disques N E-test
v N Macrolides seuls :
Aprés 15 minutes, incuber les Air ambiant pendant 20-24h
boites de pétri
l N Disques
A 4
Lire les valeurs des CMI et Tous les antibiotiques :
mesurer les diametres > CO; pendant 20-24h

Jour 4

d’inhibition

|

Relever pour toutes les
souches de référence :

= CMI
] Diameétres d’inhibition
(en mm)

Figure 26 : Controle des méthodes d’étude de la sensibilité [83]




11-2-2- Détermination des diamétres d’inhibition : Antibiogramme

standard par la méthode des disques
I1-2-2-1- Principe

L’antibiogramme standard utilise la technique de la diffusion en milieu gélosé. Il
permet d’apprécier la modification de la croissance d’une souche bactérienne en

présence de ’antibiotique testé.
11-2-2-2- Méthode de réalisation

e Préparation de I’inoculum

A partir d’une culture jeune, un inoculum de 1 a 2 colonies a été préparé dans
10ml d’eau physiologique. L’opacité a été ajustée a celle produite par le tube 0.5 de

la gamme de Mac Farland (concentration de 10 bactéries/ml ou 106UFC/ml).
L’inoculum ainsi préparé a été dilué au 1/10°.
e Conditions

Tableau VI : Conditions de réalisation des antibiogrammes [59]

Caractéristiques S. pneumoniae
Age de ’inoculum (h) 16-18
Milieux MH + sang de cheval

35°C, 5%CO,

Conditions d’incubation i i i
(Macrolides, air ambiant)

Temps d’incubation(h) 20— 24

Streptococcus pneumoniae ATCC

Souche de controle de qualité 49619




e Ensemencement et application des disques

L’ensemencement des souches a été effectué a 1 ‘aide des écouvillons alors que
les disques d’antibiotiques ont été appliqués sur la gélose a I’aide d’une pince en

appuyant légérement.
e Lecture de I’antibiogramme

La lecture de ’antibiogramme est réalisée a partir des mesures effectuées a 1’aide
9 \ \ . r .« .
d’une regle a coulisse. Ces valeurs sont comparées aux valeurs critiques de

I’antibiotique correspondant.

Le germe est qualifié de sensible (S), d’intermédiaire (I) ou de résistant (R)
selon le degré de sensibilité des souches évalué par la mesure de la grandeur du
diametre de la zone d’inhibition. Les criteres d’interprétation pour les germes sont

présentés dans le tableau suivant :



Tableau VII : Critéres d’interprétation des diamétres d’inhibition pour

Streptococcus pneumoniae selon le NCCLS/CLSI [84]

Antibiotiques Diametres critiques en mm
Beta-lactamines R I S
Amox/ac.clav <13 14 -17 >18
Cefépime <14 15-17 >18
Céfixime <15 16 -18 >19
Céfotaxime <14 15 -22 >23
Cefpodoxime <17 18 -20 >21
Céftriaxone <13 14 -20 >21
Oxacilline <19 - >20
Pénicilline G <13 14 -16 >17
Macrolides
Erythromycine <15 16 -20 >21
Azithromycine <13 14 -17 >18
Clarithromycine <16 17 -20 >21
Spiramycine <19 20-23 >24
Pristinamycine <19 20-21 >22
Clindamycine <I5 16 -18 >19




11-2-3- Détermination de la CMI par E-test®
11-2-3-1- Principe

Le principe du E-test® est basé sur la combinaison des deux concepts : dilution

et diffusion.

Le systéme E-test® utilise une bande en plastique non poreuse calibrée par un
gradient pré ¢tabli de concentrations d’antibiotiques couvrant 15 dilutions pour

déterminer la CMI en pg/ml d’une souche testée en milieu gélosé.

Le gradient couvre une rangée de concentrations allant de 0,016 a 256 pg/mi

ou 0,002 a 32 pg/ml selon I’antibiotique.

11-2-3-2- Méthodes de réalisation
e Préparation de I’inoculum

L’inoculum a été préparé en réalisant une suspension de colonies obtenues

d’une culture pure de 20 a 24heures dans de 1’eau physiologique.
La suspension a ¢té calibrée a 1’échelle 0.5 Mac Farland.
e Ensemencement
Le E-test® se fait de préférence dans des boites de pétri de 150mm de diamétre.

Ce qui permet de déposer un maximum de 6 bandes.

La gélose MH a été coulée avec une épaisseur de 4.5 a 5mm. Une fois la gélose

solidifiée, la boite a été mise a 1’étuve pour avoir une surface bien séche.

L’ensemencement a été effectué par écouvillonnage, c’est la méthode de
KIRBY-BAUER préconisee par le NCCLS qui consiste a imbiber un écouvillon

stérile de la suspension bactérienne et essorer sur le rebord du tube. Effectuer un



passage de I’écouvillon sur toute la surface de la gélose par simple rotation de 120°

tout en s’assurant que toute la boite est bien ensemenceée.
e Application des bandes E-test®

- Faire sortir le paquet de bandes a utiliser du congélateur (-20°C) et le laisser
revenir a la température ambiante jusqu’a ce que toute I’humidité s’évapore

avant de ’ouvrir.

- Vérifier I’absence de fentes et de trous sur les paquets de E-test ; si le paquet

est endommagé, ne pas ’utiliser.
- Retirer les bandes avec une pince par la partie supérieure ou il est marqué E.
- Eviter de toucher la zone chargée a la main.

- Placer les bandes dans la cassette d’insertion des bandes, chaque puits peut

contenir 20 bandes.

- Mettre le méme type d’antibiotique par puits.
- Remplir les puits de la cassette suivant I’antibiogramme de 1’espece a tester.

- Prélever bande par bande a 1’aide de I’applicateur et les déposer a la surface de

la gélose (apres 50 bandes, changer la bande adhésive de I’applicateur.
- Incuber immédiatement les boites a 37°C sous une atmosphere enrichie a 5%
de CO; pendant 20 a 24 heures.
Remarque
Ne pas déplacer une bande E-test® une fois déposée sur la gélose car la
libération de I’antibiotique est instantanée.
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®.



11-2-3-3- Stockage des bandes E-test®
Les paquets d’E-test® sont stockés au congélateur a -20°C.

Aprés I’ ouverture d’un paquet, les bandes inutilisées doivent étre gardées dans
des tubes de stockage hermétique contenant un dessiccateur et placées a -20°C. Il faut

toujours s’assurer que le dessiccateur est bleu avant 1’utilisation de la bande.

Les tubes de stockage sont marqués avec une étiquette indiquant la date

péremption, le numéro de lot et le code 1’antibiotique.
11-2-3-4- Critéres d’interprétation

o Calcul des CMlso et CMlgo
C’est la détermination de la médiane par la méthode d’extrapolation linéaire. Les

CMlsy et CMlgo sont données par la formule suivante :

A-B

X=—— X(ZY)+Y
C-B

Si X= CM|50

A = moitié des souches inhibees
B = effectifs cumulés immédiatement inférieurs a A
C = effectifs cumulés immédiatement supérieurs a A
B<A<C
Y=CMl deB
Z=CMldeC

Si X = CMlg
A = 90% des souches inhibées
B = effectifs cumulés immédiatement inférieurs a A
C = effectifs cumulés immédiatement supérieurs a A
B<A<C



Y =CMl de B
Z=CMldeC

e Valeurs critiques des antibiotiques testes Interprétation standard (pug/ml) selon
NCCLS et WHONET V

Tableau V111 : Critéres d’interprétation des concentrations minimales
inhibitrices (CMI) du Streptococcus pneumoniae
selon le NCCLS/CLSI [84]

Antibiotiques Concentrations critiques (pg/ml)
Beta-lactamines R I S
Amoxicilline >8 3-7 <2
Amox/ac.clav >8/4 - <2/1
Cefaclor >4 2-3 <1
Cefixime >4 2-3 |
Céfotaxime >4 2-3 <1
Cefpodoxime >2 - <0.5
Céftriaxone >4 2-3 <1
Cefuroxine >2 2-3 <0.5
Oxacilline >0.5 - <0.25
Pénicilline G >2 012-1 <0.064
Macrolides
Erythromycine
Azithromycine >2 - <0.5
Clarithromycine >1 - <0.25




I1-3- CONSERVATION DES SOUCHES BACTERIENNES

e Conservation de courte durée a +4°C: GSC en pente.

e Conservation de longue durée : a -20°C et -70°C :

Sang de cheval (ou de mouton)
Bouillon MH + glycérol + sang de cheval
Bouillon Schaedler + glycérol + sang de cheval

Lait écrémé

11-4- EXPLOITATION DES RESULTATS

Le logiciel WHONET (World Health Organisation Network) est une série de

programmes facilitant la gestion des résultats des tests de sensibilité des bactéries aux

antibiotiques.



TROISIEME PARTIE RESULTATS /DISCUSSION/CONCLUSION

I- LES PRELEVEMENTS

= Les souches de Dakar: 65 prélevements ont été réalisés dans quatre
structures différentes dont le service d’ORL de I’'HALD, le service de
Pédiatrie de I’'HALD, le service de Pneumo-phtisiologie CHU FANN et
un cabinet privé d’ORL

= Les souches de Casablanca 45 prélevements effectués dans les services
hospitaliers du CHU —Hépital Ibn Rochd: ORL.Pneumologie ;

Pédiatrie.

Les prélevements réalisés a Casablanca se répartissent en 30,33 % d’enfants atteints
de Rhinopharyngites et d’angines principalement et le reste d’adultes ayant des

affections de Rhinopharyngites ; d’otites et de sinusites.

Pendant 1’étude, les enfants souffraient surtout de rhinopharyngites ; les sinusites et
les pneumopathies étaient rares. Les adultes ont été sujets dans la plupart des cas aux

OMA et aux angines, aucune bronchite n’a été diagnostiquée.

Les prélevements effectués a Dakar sont a effectifs tres proches entre enfants et
adultes. Les enfants présentent des affections de types Rhinopharyngites et angines

dans la plupart des cas alors que les adultes présentaient des affections pulmonaires.



I1- SOUCHES BACTERIENNES

Le travail a été réalisé sur un collectif de 75 souches de S.pneumoniae sur un

total de 110 souches prélevées ; dont 40 souches originaires de Dakar et 35 souches

de Casablanca.

Tableau IX : Répartition des souches selon le type de prélevement

Souche/Lieu
Prélevement

S. pneumoniae
Dakar

S. pneumoniae
Casablanca

Otites moyennes
aigués

Sinusites

Rhinopharyngites

Angines

Bronchites

Pneumopathies

c |01 [0 OO | O

~ | o N s

total

40

35

Les souches de S.pneumoniae proviennent des différentes infections basses et hautes.

I11- RESULTATS DE LA SENSIBILITE AUX ANTIBIOTIQUES

111-1- RESULTATS DU CONTROLE DES METHODES D’ETUDE DE LA SENSIBILITE

Les valeurs des diamétres d’inhibition et des CMI pour chaque souche de

référence sont comprises dans les limites acceptables proposées par la NCCLS/CLSI

[84].




Tableau X : Controéle des disques d’antibiotiques (Diamétres en mm)

Antibiotiques S. pneumoniae ATCC 49612
Beta-lactamines | Valeurs Obtenues Valeurs
Acceptables
Céfotaxime 32 31-39
Cefpodoxime 30 28-34
Céftriaxone 32 30-35
Oxacilline 9 <12
Pénicilline G 26 24-30
Macrolides
Erythromycine 26 25-30
Azithromycine 21 19-25
Clarithromycine 27 25-31
Clindamycine 20 19-25




Tableau Xl : Contrdle des bandes E-test (CMI en pg/ml)

Antibiotiques S. pneumoniae ATCC 49619
Beta-lactamines | Valeurs obtenues | Valeurs
acceptables
Amoxicilline .06 .03-.12
Céfaclor 1 1-4
Céfotaxime 12 .03-.12
Cefpodoxime 12 .03-.12
Céftriaxone .06 .03-.12
Cefuroxine 1 25-1
Pénicilline G 5 25-1
Macrolides
Erythromycine .06 .03-.12
Azithromycine 12 .06-.25
Clarithromycine 12 .03-.12

I11-2- SENSIBILITE DE STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE

Plusieurs antibiotiques de la famille des bétalactamines et des macrolides ont été
testés vis-a-vis de Streptococcus pneumoniae . L’évaluation de la résistance a été
déterminée par deux méthodes différentes. L’antibiogramme standard et par la
méthode E-test qui nous a donné les pourcentages des souches sensibles, de
sensibilités intermédiaires et résistantes par la détermination de la concentration
minimale inhibitrice (CMI). C’est ainsi que les pourcentages des souches sensibles

(S), intermediaires (I) et résistantes (R) ont ete calculés.



I11-2-1- Résultats de I’ Antibiogramme standard des souches de Dakar

Tableau XI1 : Sensibilité de Streptococcus pneumoniae par antibiogramme

standard a Dakar

Diameétres critiques Profil
Antibiotiques (mm)

R S % R % | % S
Beta-actamines
Oxacilline <19 >20 33,3 0 66,7
Pénicilline G <13 217 0 31,7 68,3
Amox/ac.clav <13 >18 0 0 100
Céfépime <14 >18 0 0 100
Céfotaxime <14 223 0 25 75
Céfixime <15 >19 25 0 75
Ceftriaxone =13 221 0 0 100
Cefpodoxime =18 221 25 0 75
Macrolides
Erythromycine <15 >21 4,3 10 85,7
Azithromycine <13 >18 1,5 0 98,5
Clarithromycine <16 >21 5 5 90
Spiramycine <19 >24 12,5 0 87,5
Pristinamycine - >19 14,3 0 85,7
Clindamycine <15 >19 2 0 98




[11-2-2- Résultats de I’Antibiogramme par E-test souches de Dakar

Tableau X111 : Sensibilité de Streptococcus pneumoniae par E-test a Dakar

Concentrations
critiques Profil
Antibiotiques (pg/mb)

R S %R %l %S
Beta-lactamines
Penicilline G >2 <0.064 0 32,5 67,5
Oxacilline >0.5 <0.25 35,5 0 64,5
Amox/ac.clav >8/4 <2/1 0 1,6 98,4
Céfaclor >4 <l 4,7 0 98
Céfixime >4 <l 20 4 76
Céfotaxime >4 <1 0 23 77
Ceftriaxone >4 <l 0 0 100
Céfuroxime >4 <1 0 10 100
Cefpodoxime >2 <0.5 24 2 74
Macrolides
Azithromycine >2 <0.5 1 0 99,0
Clarithromycine >1 <0.25 5,5 6 88,5




Les tests de sensibilité effectués par les deux techniques :I’antibiogramme standard et
I’E-Test ont montré une concordance de leurs résultats.
Les béta-lactamines testés ont été actifs sur plus de 66% des souches. La pénicilline
G et I’oxacilline ont été les moins actives avec respectivement des taux d’inhibition
de 67 et 68%. Une résistance notable variant de 25 a 33% s’est montrée donc chez
I’oxacilline, la pénicilline G et les cephalosporines de 3iéme génération: la
cefpodoxime et la céfixime.

Les macrolides ont montré une efficacité plus élevée que les beta-lactamines. Plus
de 85% des souches ont été sensibles a ces antibiotiques cependant avec des
résistances notables de 12,5 et de 14,3% respectivement chez la Spiramycine et la

Pristinamycine.

I11-2-3- Résultats de I’Antibiogramme standard des souches de Casablanca



Tableau XIV: Sensibilité de Streptococcus pneumoniae par antibiogramme
standard a Casablanca

Diametres critiques Profil
Antibiotiques (mm)

R S % R % | % S
BétaLactamines
Pénicilline G <13 >17 8,6 11,3 80,1
Oxacilline <19 >20 23,3 0 76,7
Amox/ac.clav <14 >18 0 0 100
Céfépime <14 >18 0 0 100
Céfotaxime <15 >23 0 15 85
Céfixime <13 >19 10 10 80
Ceftriaxone <I8 >21 0 0 100
Cefpodoxime >21 10 5 85
Macrolides
Erythromycine <15 >21 14,3 0 85,7
Azithromycine <13 >18 11,5 0 88,5
Clarithromycine <16 >21 9,3 3 87,7
Clindamycine <15 >19 11,5 0 88,5
Pristinamycine - >19 15 5 80
Spiramycine <19 >24 12 6 82




[11-2-4- Résultats de I’ Antibiogramme par E-test des souches de Casablanca

Tableau XV: Sensibilité de Streptococcus pneumoniae par E-test a Casablanca

Concentrations critiques Profil
Antibiotiques (pg/ml) -
R S %R %l %S
Beta-lactamines
Penicilline G >2 <0.064 8 12 80
Oxacilline >0.5 <0.25 23 0 77
Amox/ac.clav >8/4 <2/1 1 0 99
Céfaclor >4 <1 12 2 86
CEFIXIME >4 <1 10 10 80
Céfotaxime >4 <l 14 0 86
Ceftriaxone >4 <l 0 0 100
Céfuroxime >4 <1 9,5 2 88,5
Cefpodoxime >2 <0.5 10 6 84
Macrolides
Azithromycine >2 <0.5 9 2 89
Clarithromycine >1 <0.25 9,4 2 88,6




Les tests de sensibilité effectués par les deux techniques : I’antibiogramme standard
et I’E-Test ont montré une concordance de leurs résultats.

Les béta-lactamines ont montré une activité plus importante dans le cas des souches
isolées de Casablanca. En effet plus de 76% des souches testées ont été sensibles.
Cependant 8,6% des souches se sont montrées résistantes a la pénicilline G et 11,3%
¢taient intermédiaires. Des résistances notables ont été enregistrées chez 1’oxacilline
(23%), la cefaclor (12%) , la cefexime et la cefpodoxime (10%).Par contre
I’amox /ac.clav , la cefepime et la ceftriaxone ont montré une efficacité tres élevée
(100%).

Les macrolides se sont montrés plus efficaces sur plus de 80% des souches.
Cependant des taux de résistance importants allant de 9 a 15% apparaissent chez
I’ensemble des macrolides notamment 1’Erythromycine et la pristinamycine (14,3 et
15%).0n note également I’absence de souches a résistance intermédiaire vis-a-Vvis de

I’érythromycine.



111-2-5- Comparaison de la sensibilité des souches de Streptococcus Pneumoniae

vis-a-vis des Betalactamines et des Macrolides a Dakar et a Casablanca.

TableauVIl : Comparaison des taux de sensibilité a Dakar et a Casablanca

Profil de sensibilité en%
Antibiotiques
Dakar Casablanca
Beta-lactamines
Pénicilline G 68, 3 80,1
Oxacilline 66,7 76,7
Amox/ac.clav 100 100
Céfaclor 98 85
CEFIXIME 75 80
Céfotaxime 75 85
Ceftriaxone 100 100
Céfuroxime 100 88,5
Cefpodoxime 75 85
Céfepime 100 100
Macrolides
Erythromycine 85,7 85,7
Azithromycine 98,5 88,5
Clarithromycine 90 87,7
Spiramycine 87,5 82
Pristinamycine 85,7 80
Clindamycine 98 88,5




La comparaison de la variation de la sensibilité de Streptococcus pneumoniae
entre les villes de Dakar et de Casablanca montre une nette diminution de la
sensibilité du Streptococcus pneumoniae aux Betalactamines a Dakar par rapport a

Casablanca. Cette baisse de sensibilité est de ’ordre de 5a 13 %

Il est & noter que dans les deux villes Dakar et Casablanca, certains antibiotiques
comme I’Amox/ac.clav, la ceftriaxone et la cefepime restent encore parmi les plus

efficaces avec des taux d’inhibition de 100%.

La pénicilline G et I’oxacilline sont les deux antibiotiques qui ont perdu plus de

leur pouvoir inhibiteur dans les deux grandes villes de 1’ Afrique de 1’ouest.

A P’inverse la sensibilité du Streptococcus pneumoniae aux Macrolides a enregistre
une diminution de I’ordre de 3 a 10% a Casablanca par rapport a Dakar. Au niveau
de ce groupe d’antibiotiques 1’Azithromycine et la clindamycine sont les plus
efficaces dans I’inhibition du S. pneumoniae. Toutefois on constate la progression de

la résistance vis-a-vis des Macrolides.

111-2-6- Multirésistance

Au niveau des 40 souches étudiées a Dakar cing souches de S. pneumoniae se
sont montrées multirésistantes a tous les antibiotiques a I’exception de la Céfépime,la
ceftriaxone et I’association Amoxicilline/Acide clavulanique. Ce qui a donné un taux

de 12,5% de la multirésistance.

Concernant les 35 souches isolées a Casablanca 11,42% des souches de
S.pneumoniae se sont montrées multirésistantes a tous les antibiotiques a 1’exception

de la céfépime, la ceftriaxone et I’association Amoxicilline/Acide clavulanique. Ce



qui a donné un taux de 11,42% de la multirésistance , taux qui est assez proche de

celui retrouvé chez les souches de Dakar.

I11-2-7- Phénotypes de résistance aux B-lactamines des souches de S. pneumoniae
isolées @ DAKAR

Tableau XVI1I : Phénotypes de résistance aux B-lactamines des souches de S.
pneumoniae isolées a DAKAR

Phénotype de | Mécanisme de |  Geénes B-lactamines . o
résistance résistance produits Pénicilline | C 111 G
Diminution de
Péni G I’affinité de la Mutation r S 5 125
PLP 2x et 2b
Diminution de
PENI G ’affinité de la Mutation R S 4 10
PLP 2x, 2b, 1a
Diminution de
CHIR [’affinité de la Mutation S R 0 0
PLP 1a et 2x
Diminution de
CIIR Inconnu R R 3 75
I’affinité




12,5% des souches de pneumocoques ont exprimé le phénotype Péni R, 10% ont
exprimé le phénotype PENI R et 7,5% des souches seulement ont exprimé le

phénotype CIII R.

111-2-8-Phénotypes de résistance aux B-lactamines des souches de S. pneumoniae
isolées a Casablanca .

Tableau XVI11 : Phénotypes de résistance aux B-lactamines des souches de
S.pneumoniae isolées a Casablanca.

Phénotype de | Mécanisme de |  Genes B-lactamines . o
résistance résistance produits Pénicilline | C 111 G
Diminution de
Péni G I’affinité de la Mutation r S 4 11,42
PLP 2x et 2b
Diminution de
PENI G I’affinité de la Mutation R S 2 5,71
PLP 2x, 2b, 1a
Diminution de
CHIR I’affinité de la | Mutation S R 0 0
PLP 1a et 2x
CIIIR Diminution de Inconnu R R 1 2,85
I’affinité

11,42% des souches de pneumocoques ont exprimé le phenotype pén R . Le
phénotype PENI R a été exprimé par deux souches, alors qu’une seule souche avait
exprimé le phénotype CIII R..

111-2-9 Phénotypes de résistance aux macrolides des souches de S. pneumoniae

isolées a Casablanca .




Tableau XIX : Phénotypes de résistance aux macrolides des souches de S.

pneumoniae isolées a Dakar

Phénotypes de
résistance

Geénes produits

Profil de résistance

M14-15

M16

L

SB

%

MLSg

rrl (domaine V de
la sous unité 23S
de ’ARNY)

rouR

rouR

ML

rrl (domaine V de
la sous unité 23S
de I’ARNr)

ML (bas niveau)

rrl (domaine V de
la sous unité 23S
de ’ARNY)

MSg

rrl (domaine V de
la sous unité 23S
de ’ARNY)

rpID (protéine
L4)

MLSs

rrl (domaine V de
la sous unité 23S
de I’ARNTr)

MS

rplV(protéine
L22)

Le seul phénotype de résistance aux macrolides a été le phénotype MLSg
inductible exprimé par une souche soit 5% de 1’ensemble des souches de
pneumocoques. Le mécanisme développé a été la méthylation ribosomale codée

par le gene erm(B).

111-2-10 Phénotypes de résistance aux macrolides des souches de S.
pneumoniae isolées a Casablanca.



Tableau XX : Phénotypes de résistance aux macrolides des souches de S.

Profil de résistance
Geénes produits n %

M14-15 | M16 L Se K

Phénotypes de
résistance

rrl (domaine V de
MLSg la sous unité 23S R R rouR [ rouR S 3 8,57
de I’ARNr)

rrl (domaine V de
ML la sous unité 23S R R R S S 0 0
de ’ARNr)

rrl (domaine V de
ML (bas niveau) | la sous unité 23S R S R S S 0 0
de I’ARNI)

rrl (domaine V de

la sous unité 23S
MSg de I’ARNr) R S S R S 0 0

rpID (protéine L4)

rrl (domaine V de
MLSg la sous unité 23S R R R R R 0 0
de I’ARNT)

rplV(protéine

MS L22)

pneumoniae isolées & Casablanca.

M16 = Macrolides a 16 atomes L = Lincosamides




M14-15 = Macrolides a 14 et 15 atomes Sg = streptogramine B

Le seul phénotype de résistance aux macrolides a été le phénotype MLSg
inductible exprimé par 3 souches soit 8,57% de I’ensemble des souches de
pneumocoque . Le mécanisme développé a été également la méthylation

ribosomale codée par le géne erm(B).

IV-Discussion

IV-1- APPROCHE METHODOLOGIQUE
1V-1-1- PRELEVEMENTS

Les prélévements ont été effectués dans de bonnes conditions afin d’éviter
les contaminations. Pour cela un nettoyage préalable des orifices était fait lors
des écouvillonnages des otites moyennes aigués et des rhino-sinusites. La
ponction des sinus plus indiquée était rarement effectuée a cause de la

delicatesse de I’opération.

Les difficultés rencontrées lors du prélévement du pus d’origine
auriculaire étaient dues a 1’épaisseur de 1’écouvillon. Les prélévements étaient
donc sujets a des contaminations. Certains auteurs préconisent 1’utilisation

d’écouvillon en alginate monté sur tige métallique [6].

Les prélevements des voies respiratoires basses étaient plus difficiles a
réaliser car désagréables pour le patient et source de contaminants salivaires.
Ceci explique le nombre important de prélevements inexploitables dans cette

étude.



+ Le transport des prélévements :

Le transport des prélevements a été réalisé dans des glaciéeres a 4°C .Une fois
arrive au laboratoire les prelevements ont été traités dans les deux heures qui
suivent a cause de la fragilité des germes Streptococcus pneumoniae tres

sensibles a la prolifération des autres bactéries.

1V-1-2-EXAMEN MICROSCOPIQUE APRES COLORATION

La coloration de Gram a permis d’exclure les autres germes non

concerng¢s par I’étude.

Bien que D’examen microscopique  est trés indicateur pour les
Pneumocoques qui ont une morphologie bien spécifique, il n’est pas suffisant

pour la suspicion des autres germes.
IV-1-3- ISOLEMENT

Le milieu de culture utilisé est la GSC simple constitué du milieu de base

gélosé Trypticase de soja. Le sang est d’origine équine.

La primo culture génére la croissance d’une multitude de bactéries ce qui
a entraine la difficulté de distinguer et de sélectionner les colonies étudiées. Ce

qui nous a obligé d’ isoler les colonies suspectes pour 1’identification.

Le milieu GSC simple présente les pneumocoques en clonies a-viridans plates
avec une dépression centrale qui les distinguent des autres germes Entérocoques
non hémolytiques et des streptocoques a-viridans blanchatres et bombées.

Toutefois leur distinction n’etait pas simple.

IV-1-4- IDENTIFICATION DE Streptococcus Pneumoniae



L’identification des souches de Streptococcus pneumoniae a été
effectuée par le test de lyse avec les sels biliaires qui est tres spécifique des
Pneumocoques. La sensibilité a I’optochine et la galerie CSB a confirmé

I’authenticité des souches.

1V-1-5- CONSERVATION

La conservation des souches de Streptococcus pneumoniae n’a pas été trés

efficace ce qui a entrainé la perte de certaines souches.

Trois milieux de conservation ont €té utilisés. Il s’agissait du sang
frais de mouton ou de cheval, du lait écrémé, du bouillon de MH additionné de

glycérol et de sang de mouton.

La conservation a été meilleure avec la méthode au sang frais de mouton

ou de cheval.
1\VV-1-6- TESTS DE SENSIBILITE
+ Antibiotiques

Le choix des antibiotiques a été porté sur les deux grandes familles
d’antibiotiques : les béta-lactamines et les macrolides qui sont les plus prescris

au Maroc et Sénégal pour mieux évaluer la résistance bactérienne.
+ Milieu

Le milieu utilisé est la GSC simple qui présente la contrainte de ne pas
favoriser une croissance importante des colonies. La lecture des CMI et des
diametres d’inhibition a été possible par I'utilisation d’un fond noir sous les

boites de petri.

+ Techniques



L’etude de tests de sensiblité a utilisé la combinaison de deux techniques :

I’antibiogramme standard et la détermination des CMI.
- Antibiogramme standard

La technique de I’antibiogramme standard est facile a réaliser et moins

onéreuse toutefois il est nécessaire de respecter les normes NCCLS .

- Détermination de la CMI

La méthode de determination de la CMI par E-test est onéreuse et plus
explicite quant a 1’efficacité des antibiotiques mais difficile a réaliser. Cette
difficulté a souvent éteé la cause de contaminations et de résultats incohérents, ce

qui nécessitait la reprise des tests. De plus la lecture des CMI n’a pas été facile.

IV-2-SENSIBLITE DES SOUCHES DE S. pneumoniae

IVV-2-1 Sensibilité aux B-lactamines

Les béta-lactamines testés sur les souches isolées de Dakar ont été actifs sur
plus de 66% des souches. La pénicilline G et 1’oxacilline ont été les moins
actives avec respectivement des taux d’inhibition de 67 et 68%. Une résistance
notable variant de 25 a 33% s’est montrée chez les cephalosporines de 3ieme
genération (la cefpodoxime et la céfixime)et 1’oxacilline. Concernant la

pénicilline G, 31,7% des souches ont été de sensibilité intermédiaire.

Dans le cas des souches originaires de Casablanca, les béta-lactamines ont
montre une activité plus importante. En effet plus de 75% des souches testées

ont été sensibles.



La sensibilité de S.pneumoniae a la Penicilline G a enregistré le taux de
68,3% a Dakar. Ce taux a nettement diminué par rapport aux années précedentes
selon les travaux réalisés a Dakar. En effet en 1998 la sensibilté a enregistré un
taux de 100%, en 2003 le taux a baissé a 91%, en 2004 le taux était de 94% et en
2006 il a baissé a 80% [50,71,111,106].

Par contre la sensibilité des souches de Casablanca de S. pneumoniae a la
pénicilline G a enregistré un taux de 80,1%. Ce taux bien qu’il est supérieur a
celui trouvé a Dakar, il a connu lui aussi une baisse relativement aux taux
enregistrés les années précédentes a Casablanca. En effet ce taux était de 99.5%
entre 1994-1997,puis il a baissé a 96.6% entre 1998-2001 pour atteindre le taux
91.7% entre 2002-2005 [37].

Ceci confirme une fois de plus I’existence de souches de Streptococcus
pneumoniae a sensibilité diminuée a la pénicilline a Dakar mais également a
Casablanca.

La figure ci-dessous qui est la synthése de plusieurs sources bibliographiques
de part le monde montre la large diffusion des souches résistantes aux

Betalactamines avec des taux tres variables entre pays et entre régions.

Penicillin-nonsusceptible S. pneumoniae

Rwanda = Penicillin-intermediate (MIC 0.12—1 pg/mL)
21.0% 0.0% mmmmm Penicillin-resistant (MIC = 2 pg/mL)
Tunisia
24.0% 11.0%

Algeria
11.4% 5.7% ~

Nigeria

36.0%
Ghana A ' &
17.0% 0.0%
Zambia
Ethiopia
; Kenya 17% 0.0%
41.2% 1.8%

14% 0.0%
Data from various sources and various years.

Zimbabwe
Botswana 7%

25% 0.0%

Namibia .
21% 9% South Africa
20.9% 51.0%




En Afrique, particulierement a Abidjan le taux de résistance de S.
pneumoniae a la pénicilline G a évolué de 8,5 % en 1997 a des valeurs
respectives de 20,7 % en 1998, del16 % en 1999 et de 23,5 % en 2001 [57].

En France, la fréquence des pneumocoques de sensibilité diminuée aux
Betalactamines est passée de 7% a 42% entre 1989 et 1999 [100].

La comparaison de la variation de la sensibilité de Streptococcus pneumoniae
vis-a-vis des Betalactamines ,entre les villes de Dakar et de Casablanca, montre
une nette diminution de la sensibilité de 5 a 13% a Dakar par rapport a
Casablanca.

Les variations considérables des modeéles de la résistance aux antibiotiques
ont eté observées dans des pays de la méme region [7, 90,96], entre régions du

méme pays [34, 28], ou méme entre hdpitaux dans une région [28] .

L’Amox/ac.clav et la céphalosporine de 3™ génération : ceftriaxone et la
cefepime , ont été trés efficaces sur la totalité des souches testées a Dakar

comme a Casablanca.

La sensibilité aux Céphalosporines de 3™ génération a varié entre 75 et
100% a Dakar comme a Casablanca, résultat semblable a ceux obtenus en
Allemagne et en Suisse en ce qui concerne la Ceftriaxone [13]. Ceci confirme la
recommandation de la Ceftriaxone dans le traitement d’'une OMA purulente en

cas d’échec avec la Pénicilline G [89].

Toutefois, la diffusion des pneumocoques a bas ou a haut niveau de
résistance , crée une situation préoccupante dans le monde . L’augmentation des
taux de resistance est le plus souvent engendré par 1’utilisation irrationnelle des

differents antibiotiques par les populations.



1VV-2-2- Sensibilité aux Macrolides

Les macrolides ont montré une efficacité plus élevée que les beta-lactamines
a la fois sur les souches de Dakar que sur les souches de Casablanca. Plus de

80% des souches ont été sensibles a ces antibiotiques.

Les souches de S.pneumoniae isolées a Dakar se sont montrées sensibles vis-
a-vis des Macrolides notamment 1’ Azithromycine et la clindamycine. Alors qu’a
Casablanca la sensibilité est plus faible qu’a Dakar.En effet la sensibilité du
Streptococcus pneumoniae aux Macrolides a enregistré une diminution de

I’ordre de 3 a 10% a Casablanca par rapport a Dakar.

Toutefois les résultats trouvés a Dakar il y a 7ans [29] montrent que la
résistance aux macrolides évolue dans le sens de 1’augmentation. Cette
augmentation de la résistance est liée probablement a la présence d’une souche
développant une résistance croisée aux M.L.SB qui s’est révélée cette année
comme 1l a été rapporté ’année derniere(73). Dans d’autres pays la résistance
est restée a un bas niveau comme le cas de Kenya( Nairobi) (53) et de la Suisse
[53, 53] ou cet antibiotique a été rarement utilisé. En revanche la Belgique qui

utilise fréguemment cet antibiotique a vu sa résistance augmenter (109).

La résistance a été due a 1’expression du phénotype MLSg inductible codé
par le gene erm (B) signalée par d’autres auteurs avec une fréquence de 89,9%
du phénotype MLSg contre 9,7% du phénotype M [109].Le phénotype M codé
par le gene mef (A) s’est manifesté a Dakar en 2004 par une seule souche

résistante a I’Erythromycine [71].

Les différences de comportement de Steptococcus pneumoniae vis-a-vis des
Betalactamines et des Macrolides enregistrées a Dakar et a Casablanca ne
peuvent étre expliquées que par les difféerences de comportement des différents
acteurs de la stratégie sanitaire appliquée dans chaque pays pour combattre les

maladies provoquées par cet agent bactérien. En effet une thérapie raisonnée



peut réduire considérablement ou éradiquer les bactéries[32].Le traitement
inapproprié entraine la sélection de bactéries résistantes, leurs dissémination et
par conséquent I’augmentation de la résistance et des infections[32].D’autre part
le colt d’une thérapie inappropriée est deux fois plus cher que celui d’une

thérapie appropriée [2].

Le danger de le résistance plane sur nos pays, et bient6t, a défaut de prendre
les mesures adéquates , nous allons nous retrouver incapables de faire face a des

infections bactériennes qui étaient au par avant contrélables.

Donc , la compréhension de I’impact du développement de la résistance aux
antibiotiques par les populations devient une nécessité . Ceci impose 1’éducation
non seulement des différentes populations, mais aussi de tout le corps de la

santé .

IVV-3- Multirésistance

Cing souches de S. pneumoniae se sont montrées multirésistantes a tous les
antibiotiques a 1’exception de la Céfépime et I’association Amoxicilline/Acide
clavulanique. Elle a concerné la Pénicilline, les Cephalosporines,et les MLSg Ce
phénoméne de multirésistance s’est manifesté avec un taux de 12,5% a Dakar
cette année comme il a été rapporté avec un taux de 10% en 2004[32] et en
2006[106]. Le méme resultat a été signalé en Croatie avec un taux de 10%, en

Suéde et en Hollande mais avec un taux plus faible de 1% [13].

A Casablanca le taux de multirésistance a été de 11,42%, taux qui est tres

proche de celui retrouveé a Dakar.



V- CONCLUSION

Les infections respiratoires aigués (rhinopharyngites, sinusites, otites, angines,
bronchites, pneumopathies) restent a I’heure actuelle les affections les plus
fréquentes chez 1’enfant de moins de 2 ans et les personnes agées de plus de

60ans.

Le pneumocoque constitue 1’origine bactérienne majeure responsable de ces
infections respiratoires aigués. Il représente la premiere cause de mortalité
d’origine infectieuse dans les pays industrialisés. En dépit d’une antibiothérapie
adaptée la gravite de ces infections reste des plus graves .En effet les
prescriptions médicales excessives d’antibiotiques sans une identification
formelle de ’agent bactérien responsable sont souvent injustifiées lorsque on
connait que 70% des cas traités ont une origine virale. Les bactéries vu leur
multiplication rapide et exponentielle développent des mécanismes de résistance
trés diversifiés allant jusqu’a la modification de leur patrimoine génétique ou la
mutation. L’évolution de la résistance de Streptococcus pneumoniae aux
Bétalactamines et aux Macrolides a atteint dans certains pays des fréquences
élevées qui nécessite une surveillance continue que ce soit dans les pays
développés que dans les pays en voie de développement. Donc face a ces
difficultés, plusieurs études ont ete menées ces derniéres annees afin de pouvoir

surveiller 1I’évolution de la résistance de S.pneumoniae aux antibiotiques.

Notre ¢tude s’inscrit dans ce cadre et avait pour objectifs spécifiques
d’identifier de fagon formelle le Streptococcus pneumoniae, d’étudier son profil
de sensibilité aux betalactamines et aux  macrolides, et de faire une étude
comparative entre I’évolution de la sensibilité des souches isolées a Dakar et

celles isolées au Maroc.



Cette étude est réalisée entre Janvier 2007 et Juin 2007 a 1’Unité de
Bactériologie- Virologie du CHU Le Dantec .
Le travail a été réalisé sur un collectif de 75 souches de S.pneumoniae

dont 40 souches originaires de Dakar et 35 souches de Casablanca .

Les prélevements des souches de Dakar ont été réalisés dans quatre
structures différentes dont le service d’ORL de ’HALD, le service de Pédiatrie
de ’'HALD, le service de Pneumo-phtisiologie CHU FANN et un cabinet privé
d’ORL. Les souches de Casablanca ont été prélévées dans les services
hospitaliers du CHU —H6pital 1bn Rochd : ORL ,Pneumologie. Pédiatrie .

Le choix des antibiotiques a porté sur deux familles : les B-lactamines et les
Macrolides qui sont les plus utilisés au Maroc et au Sénégal.
Ces derniers ont été testés par deux techniques de détermination de la

sensibilité a savoir 1’antibiogramme standard et la détermination de la CMI.

Les résultats de notre travail ont confirmé encore une fois la diminution de la
résistance de Streptococcus pneumoniae aux antibiotiques des deux grandes
familles betalactamines et Macrolides. Bien que les résultats des tests ont montré
une différence relative entre 1’état de la résistance de Streptococcus pneumoniae
aux beta-lactamines et aux Macrolides entre les deux villes africaines (Dakar et
Casablanca) ; on peut considérer que le risque de résistance de Streptococcus
pneumoniae  aux antibiotiques plane sur les pays du nord et de 1’Ouest
d’Afrique.

L’étude comparative de la sensibilité de Streptococcus pneumoniae aux
Betalactamines a montré que la sensibilité a diminué de 5 a 13% a Dakar par
rapport a Casablanca.En effet la sensibilité a atteint des niveaux plus bas
respectivement 66 et 75% alors qu’elle ¢tait de 100% il y a une dizaine

d’années. Cependant la résistance aux Macrolides a diminuée a Casablanca de 3



a 10% par rapport a Dakar. Cette différence peut étre expliquée par la différence

des stratégies thérapeutiques adoptées au niveau de chaque pays.

Certains antibiotiques appartenant aux beta-lactamines (la ceftriaxone et
I’association  Amoxicilline/Acide clavulanique) et aux Macrolides
(Azithromycine et la Clindamycine) se montrent encore assez virulents et
efficaces. Toutefois ce ne serait pas pour longtemps car 1’apparition de souches
multi résistantes peut rendre la situation plus inquiétante. Les infections dues au
Streptococcus pneumoniae  peuvent étre mortelles chez les petits enfants et les
personnes ageées si leurs prise en charge est défectueuse. Une thérapie raisonnée
peut réduire considérablement ou réduire la prolifération des bactéries. Le
traitement inapproprié entraine la sélection de bactéries résistantes, leur
prolifération, 1’augmentation de la résistance et par conséquent le nombre
d’infections. Les efforts devraient se concentrer aussi sur le sérotypage des
souches de bacteéries isolées au niveau d’une région ou du pays. Ce ci permettra
de sélectionner le traitement adéquat en temps opportun. L ‘emplois des
méthodes de caractérisation des souches résistantes par les techniques de

biologie moléculaires peuvent étre de grande utilité.
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