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INTRODUCTION

INTRODUCTION

Encore appelés streptocoques oraux ou streptocoques non groupables, les streptocoques
déficients font partie des commensaux de la flore buccopharyngée, de l'intestin, de la
peau et des voies génitales. A cet effet, des mesures d’asepsie trés strictes doivent étre
prises lors des prélévements ( hémoculture, pus d’abcés, etc. ) pour éviter les
contaminations avec les streptocoques faisant partie de la flore normale des téguments

Ces streptocoques oraux représentent 30 a 60 % de la population bactérienne a la
surface des dents, des joues, de la langue et de la salive. Les espéces retrouvées sont
Streptococcus sanguis, Streptococcus milleri. Streptococcus mutans, a elle seule est
responsable des caries dentaires qui peuvent se compliquer en induisant une
endocardite. 50 a 60 % des endocardites infectieuses sont dues aux streptocoques non
groupables ( Streptococcus mitis, sanguis et milleri ).

En outre les streptocoques déficients sont fréequemment retrouvés dans les infections
du tractus respiratoire, dans les abcés pulmonaires ( Streptococcus milleri ),
ostéomyeélites, arthrites et pleurésies ( 22, 30, 40, 58 ).

Le but de ce travail était :

d’identifier correctement les streptocoques déficients avec la classification la plus
récente, vu que ce groupe de germe a le plus souvent subi des modifications dans la
taxonomie ;

de fournir enfin des données actuelles sur leur sensibilité.
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PREMIERE PARTIE. GENERALITES

I- RAPPELS SUR LES STREPTOCOQUES DEFICIENTS

I-1- HISTORIQUE

Le nom de Streptococcus ( streptus : flexible, coccus : grain ) fut pour la premiére fois
attribué par Bilroth et Ehrlich ( 1877 ) a des cocci formant des chainettes, observés dans
des blessures infectées.

Fehleissen décrit des cocci similaires comme agent de I'érysipéle.

Streptococcus salivarius a été décrit depuis le début du siécle ( Andrewes et Horder,
1906 ). Il doit son appellation au fait qu'il est retrouvé de fagon commune au niveau de la
salive ( palais, langue, pharynx, etc. ). Contrairement aux autres espéces de
streptocoques déficients, il représente une espéce génétiquement homogéne ( 9).

Clarke ( 1924 ) décrit au début du siécle Streptococcus mutans. Il fut trés vite
reconnu comme agent d’endocardite infectieuse ( Abercombre et Scott, 1928 ).
Streptococcus mutans est en fait un groupe hétérogéne divisé d’abord en quatre
espéces : S. mutans ( la plus fréquente ), S. rallus, S. cricetus et S. sobrinus auxquels
sont venus se rajouter deux nouvelles espéces isolées chez le rat ( S. ferus ) ou le singe (

7
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S. macacae ). S. mutans , ou plus rarement S. sobrinus est retrouvé au niveau de la
plague dentaire, en nombre d’autant plus important qu’il existe de caries (9, 10).

Guthof ( 1956 ) utilise pour la premiére fois le terme de S. milleri pour désigner des
streptocoques non hémolytiques responsables d’infections buccales. Colman et Williams (
1972 ) ont propose de rapprocher S. milleri des streptocoques MG décrits par Mirick et
coll. ( 1944 ) et des streptocoques décrits par Ottens et Winckler ( 1962 ) en raison de la
similitude de leurs caractéres physiologiques et de la composition de leur paroi. En 1977,
Facklam proposait d’individualiser deux espéces au sein de S. milleri sur la base de
lafermentation du lactose : Streptococcus MG intermedius ( lactose + ) et Streptococcus
anginosus constellatus ( lactose - ) ( 10, 47 ). Actuellement, le complexe S. milleri
comporte trois espéces : S. constellatus, S. intermedius et S. anginosus ( 60 ). Dans la
suite de I'étude, nous avons conservé I'appellation encore courante de S. milleri.

La taxonomie est restée longtemps confuse pour S. oralis, S. sanguis et S. mitis.
Ainsi la premiére souche type de S. mitis fut-elle une souche de S. sanguis. Le terme de
S. mitior ( Colman et Williams, 1972 ) fut proposé pour désigner des souches qui
produisent un glycane du type de celui de S. sanguis et qui n’hydrolysaient ni I'esculine ni
larginine ( comme S. mitis ). Cependant la nomenclature officielle n'a pas retenu la
dénomination de S. mitior. La taxonomie actuelle reconnait trois espéces : S. oralis ( S.
sanguis Il'), S. sanguis ( S. sanguis |') et S. mitis ( S. mitior) (9, 10, 50 ).

I-2- TAXONOMIE ET HABITAT

Selon Le Minor, trois principaux caractéres des Streptocoques sont utilisés pour leur
classification :

la capacité d’hémolyser les érythrocytes
la présence d’antigenes polyosidiques spécifiques de groupe dans leur paroi cellulaire
les réactions biochimiques spécifiques
Six espéces principales sont pathogénes pour 'homme : S. mitis, S. sanguis |, S. sanguis
I, S. salivarius, S. milleri et S. mutans.

Les streptocoques déficients sont dépourvus d’antigénes de groupe. Le tableau
ci-dessous donne un court résumé des différentes espéces de streptocoques déficients ,
I'habitat et le type d’hémolyse.

Espéces Hémolyse Habitat

S. salivarius NH salive, intestin

S. mitis O Rhinopharynx, peau, intestin
S. sanguis 0 Rhinopharynx, peau, intestin
S. milleri NH Rhinopharynx, intestin

S. mutans [0 ou NH Rhinopharynx, dents

NH : non hémolytique




PREMIERE PARTIE. GENERALITES

I-3- CARACTERES MORPHOLOGIQUES

Les streptocoques se présentent sous forme de coques ovoides ou sphériques a Gram
positif et groupés en chainettes. Les chainettes résultent de la non séparation des paires
de cocci en division et se présentent comme une succession de diplocoques.

Les streptocoques déficients présentent des anomalies morphologiques constantes
lors de lisolement (bouillon d’hémoculture ). Lors de la coloration de Gram, un aspect
bigarré est observé (une partie des cellules garde mal le colorant ) ; les cellules sont
groupées en chainettes et ont soit un aspect normal coccoide ou ovalaire, soit une forme
bacillaire ou globuleuse ( 5).

I-4- CARACTERES CULTURAUX

Les streptocoques déficients sont des germes trés exigeants, qui repoussent difficilement
sur les milieux usuels pour streptocoques aprés leur isolement d’'une hémoculture (
trouble uniforme du milieu liquide ). La mise en évidence de ces souches est possible en
milieux de culture thiolés ( L-cystéine, acide thioglycolique, Polyvitex, etc. ), de pyridoxine
et de D-alanine. Les streptocoques poussent sur gélose au sang frais de lapin ; la
croissance est plus riche en anaérobiose ou en présence de 10 % de CO2.
Habituellement, la croissance de ces germes est révélée par la croissance d’autres
souches ( staphylocoques, entérobactéries, etc. ) sur le milieu gélosé au sang. Le
phénomeéne de satellitisme est caractérisé par la croissance des streptocoques déficients
sous la forme de colonies minutes entourant la culture en touche du germe révélateur ( 5

)-

I-5- CARACTERES BIOCHIMIQUES

De nombreuses réactions biochimiques ont été décrites pour le diagnostic des
streptocoques ; une étude sur 600 souches ( 59 ) a démontré que certains tests étaient
significatifs et surtout qu’ils n’étaient pas constants pour des groupes de souches pourtant
bien individualisées du point de vue sérologique. Cependant certains tests ont une grande
valeur diagnostique et permettent l'individualisation des streptocoques non groupables.
Les principales réactions se résument comme suit :

fermentation de divers sucres

hydrolyse de 'amidon, de l'arginine, de I'esculine, et de la gélatine
croissance sur milieux hostiles ( bile-esculine et 6,5 % de NaCl )
résistance a 60 °C et au tellurite de potassium

production d’acétyl méthyl carbinol et formation de glucanes ( mucilages )

Certaines espéces de streptocoques telles que S. mutans, S. sanguis et S. salivarius sont
facilement différenciées par la caractérisation de ces polyosides sur des milieux
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hypersaccharosés. Le principe du test est basé sur I'hydrolyse du saccharose en ses
composants monosaccharidiques ( glucose et fructose ) par des enzymes spécifiques
extracellulaires élaborées par ces streptocoques. Certaines souches forment du dextrane
a partir du glucose ( S. mutans et S. sanguis ) et d’autres du Iévane a partir du fructose (
S. salivarius ). Le tableau Il résume les principaux caractéres biochimiques des
streptocoques déficients.

Tests S.mutansS.salivariusS. mitis S.milleri S. sanguis / I/
Hémolyse viridans Nlddans | viridans NH viridans viridans
Optochine R R R R R R
Lyse par la bile - - - - - -
Croissance sur bile-esculine |V - - - - -
Tolérance a labilead40% |V - - V V -
Hydrolyse Hippurate- - - - - -
Arginine |- - - + + -
Amidon |- - - - \% -
Esculine |V + - + + -
Acétyl méthyl + \% - + - -
carbinol
Fermentation des |Mannitol|+ - - - - -
sucres Sorbitol |+ - - - - -
Lactose |+ + V \Y + +
Tréhaloset + - + - -
Raffinose+ + - \% + +
Inuline |+ \% - - - -
Production de glucanes +(D) |[+(L) - - +(D)|V(D)
Croissance sous CO2 + - - Vv - -

NH : non hémolytique ; S : sensible ; R : résistant ; V : variable ; L : production de
Iévane ; D : production de dextrane

1-6- PRODUITS EXTRACELLULAIRES

Les souches cariogénes de S. mutans produisent des enzymes ( glycoprotéines )
extracellulaires ou attachées a la cellule ( dans ce cas, elles sont localisées a la surface
de la paroi cellulaire ) capables d’hydrolyser le saccharose et de synthétiser des
polyosides. Le nombre d’enzymes impliquées dans la synthése de ces polyosides n’est
pas encore définitivement établi car elles sont habituellement élaborées sous des formes
agglutinées. Les polyosides consistent en :

dextrane contenant des liaisons prédominantes [1-1,6 ( poids moléculaire bas et
soluble dans I'eau )

mutane contenant plus de 50 % de liaisons 1-1,3 ( poids moléculaire élevé et
insoluble dans I'eau

10
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fructane ( Iévane ) contenant des liaisons [1-2,6.

Les glucanes ( solubles et insolubles ) sont synthétisés par la glucosyltransférase (
dextransucrase ) et le fructane par la fructosyltransférase. La dextransucrase attachée a
la cellule est importante car les bactéries qui la possédent sont munies de certains
récepteurs spécifiques qui leur permettent de se lier au dextrane synthétisé ( en présence
de saccharose ). Le résultat de cette liaison est d’'une part une agglutination des bactéries
et d'autre part une adhérence plus facile aux surfaces dures des dents. Par ces
propriétés, S. mutans joue un réle important dans la formation de la plaque dentaire et par
conséquent des caries dentaires.

S. sanguis produit des glucosyltransférases sous les deux formes et synthétise du
Iévane. Ces enzymes joueraient un rdle important dans la colonisation des tissus de la
cavité orale par I'agglutination interbactérienne ( 28 ).

I-7- POUVOIR PATHOGENE

I-7-1- POUVOIR PATHOGENE NATUREL

Les streptocoques déficients sont des germes commensaux de la cavité buccale. lls
représentent 30 a 60 % de la population bactérienne des surfaces des dents, des joues ,
de la langue et de la salive. Les dents sont couvertes par la plaque dentaire constituée
d'une aggrégation de bactéries, de glycoprotéines salivaires, de sels inorganiques et de
dextrane. Parmi les diverses bactéries de cette flore, les streptocoques sont
principalement représentés par S. mutans, S. sanguis a partir du saccharose présent da
ns l'alimentation. La plaque dentaire adhére a la surface de I'émail des dents et aux
gencives ; ces tissus sont perméables aux bioproduits microbiens ( acides, antigénes et
enzymes ) et deviennent vulnérables a 'invasion microbienne. La plaque dentaire joue un
réle étiologique prédominant dans la formation des caries dentaires et des
parodontopathies. Ces liaisons sont a l'origine d’endocardites infectieuse, notamment
apres des soins ou des extractions dentaires. 50 a 60 % des endocardites infectieuses
sont dues aux streptocoques non groupables ( S. sanguis, S. mitis, S. mutans, S.
salivarius et S. milleri ). Les streptocoques déficients ont été isolés par hémoculture dans
des cas d’endocardite lente. S. milleri est fréquemment associé aux abcés pyogénes du
foie, du cerveau et des péritonites ( 39 ).

I-7-2- POUVOIR PATHOGENE EXPERIMENTAL

Les streptocoques produisent des maladies expérimentales chez les souris blanches, les
rats, les lapins, les singes, les chats et les chiens. Les animaux les plus utilisés sont les
souris ( pour tester la virulence des souches ), les lapins ( pour tester I'action de divers
produits élaborés ), les rats et les singes ( pour I'étude des caries dentaires
expérimentales provoquées par les streptocoques cariogenes.

I-8- DIAGNOSTIC BACTERIOLOGIQUE

11
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Le diagnostic étiologique des maladies provoquées par les streptocoques est trés
complexe. Cette complexité dérive du fait qu'il est souvent difficile d’affirmer que les
streptocoques isolés de certains prélévements soient les vrais agents microbiens
responsables de la maladie ; ces streptocoques peuvent avoir contaminé les
prélevements si des précautions élémentaires n’ont pas été assurées.

S'’il est utile de faire un examen microscopique direct pour les produits pathologiques
polymicrobiens, il n’en est pas de méme pour ceux qui sont supposés monomicrobiens (
sang, pus, LCR, urines ). Ces derniers seront ensemencés dans des milieux nutritifs
gélosés contenant 5 % de sang de mouton. Pour les produits pathologiques
polymicrobiens, on peut procéder de deux maniéres :

ensemencement direct dans la gélose au sang a laquelle on a additionné des agents
inhibiteurs de la flore associée ; on peut utiliser a cet effet de la gélose au sang de
mouton additionné de L-cystéine et de chlorhydrate de pyridoxal qui est un milieu
sélectif pour les streptocoques déficients.

Ensemencement dans un milieu liquide d’enrichissement comme le bouillon trypticase
soja ( BTS ) puis isolement sur gélose au sang.
Les incubations se feront sous atmosphére enrichie d’au moins 5 % de COZ'
Apres lisolement, il faut s’assurer que la morphologie des cellules et le test de la
catalase correspondent au genre Streptococcus.

Le diagnostic biochimique est utile pour différencier les espéces a l'intérieur des
streptocoques non groupables. Le test de satellitisme s’impose chez les streptocoques
déficients ( hémoculture positive mais impossibilité d’isoler le germe dans les subcultures
ultérieures ) (5).

lI- RESISTANCE ET SENSIBILITE DES
STREPTOCOQUES AUX ANTIBIOTIQUES

II-1- NOTION DE RESISTANCE

La capacité pour une souche bactérienne de supporter une concentration d’antibiotique
notablement plus élevée que celle qui inhibe la majorité des autres souches de la méme
espéce définit la résistance ( 38 ).

Cette capacité fait appel a de nombreux mécanismes biochimiques mettant en jeu les
interactions entre I'antibiotique et les voies métaboliques de la bactérie. Pour un
antibiotique, les deux conditions de I'activité sont la pénétration et I'accés au site d’action (
10 ). Les sites ou les enzymes responsables de la pénétration d’'un produit au niveau de
la membrane, les molécules protéiques ou I'action s’exerce sont autant d’éléments dont la
présence est codée par 'ADN bactérien. L’ADN conditionne la sensibilité ou la résistance.
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Les bactéries possédent I'ADN sous deux formes : chromosomique et
extra-chromosomique ( plasmidique ) ; deux types de résistance peuvent donc étre
enregistrés. Au méme titre que 'homme présente une immunité, les bactéries peuvent
posséder une antibiorésistance naturelle. En d’autres termes, cette résistance peut étre
naturelle ou acquise.

II-1-1- RESISTANCE NATURELLE

C’est un caractéere présent chez toutes les souches appartenant a la méme espéce ( 41).
Les streptocoques sont tous résistants a I'azide de sodium, au cristal violet, a I'acide
nalidixique, aux polymixines et aux aminosides ( résistance naturelle de bas niveau ).
Cette résistance est due a un défaut de pénétration a travers la paroi cellulaire
streptococcique . Les aminosides n’atteignent pas alors leur cible, c’est-a-dire les
sous-unités ribosomiques 30S. La résistance de naturelle de bas niveau des aminosides
rend compte de linefficacité de ces produits en monothérapie. La résistance naturelle
serait alors sous la dépendance d’'un géne. L’ADN de la bactérie résistante ne code pas
un des éléments intervenant dans le mécanisme d’action, au niveau de la paroi ou du
cytoplasme.

II-1-2- RESISTANCE ACQUISE

Elle apparait chez certaines souches d’'une espéece considérée habituellement sensible.
Elle intervient soit lors d’'une mutation chromosomique, soit lors d’'une acquisition de géne
par transfert génétique ( plasmide ou transposon ) ( 41).

La mutation chromosomique entraine la modification des structures cellulaires
préexistantes qui rend la bactérie indifférente a un ou plusieurs antibiotiques par
diminution de la perméabilité ou du transport, soit les cibles intracellulaires de ces
antibiotiques, insensibles a la présence du ou des antibiotiques.

L’acquisition d’'un plasmide ou d’un transposon entraine la synthése de protéines
nouvelle par la bactérie réceptrice. La résistance peut alors étre due a :

I'altération de la cible de I'antibiotique

la modification du transport de I'antibiotique ( diminution de I'import actif ou mise en
ceuvre d'un export actif )

l'inactivation de I'antibiotique
la substitution de la cible de I'antibiotique
Les mécanismes de cette résistance sont en relation avec une diminution d’affinité ( 10 a

500 fois ) d’'une ou de plusieurs PLP ( protéines de liaison a la pénicilline ) a la suite de
mutation nécessitant plus d’antibiotiques.

Cette affinité modifiée peut s’accompagner d’'une nette augmentation de production
de la PLP.

La résistance est quelque fois en rapport avec l'apparition d’'une nouvelle PLP
« essentielle » inductible et de trés faible affinité comme la PLP 5 chez les entérocoques

13



DONNEES SUR LA SENSIBILITE AUX ANTIBIOTIQUES DES SOUCHES DE STREPTOCOQUES
DEFICIENTS ISOLEES D’INFECTIONS RESPIRATOIRES, OSTEO-ARTICULAIRES ET

résistants a la pénicilline.

L’apparition de cette nouvelle PLP de faible affinité prenant le relais des autres a pour
conséquence une résistance entre toutes les béta-lactamines. C’est le cas de
Enterococcus faecalis et faecium.

La résistance liée a la présence des plasmides R généralement due a une synthése
de protéines. Elle concerne la quasi-totalité des antibiotiques.

Les plasmides R peuvent conférer la résistance a un ou plusieurs antibiotiques
appartenant a des familles différentes.

D’une maniére générale, la résistance a beaucoup évolué. On a pu cependant
remarquer durant ces derniéres années que les streptocoques avaient développé
certaines résistances aux antibiotiques autres que les béta-lactamines.

Ces résistances sont par ordre décroissant :

la résistance aux tétracyclines
la résistance aux macrolides
la résistance au chloramphénicol

la résistance aux sulfamides et au triméthoprime

II-2- NOTION DE SENSIBILITE

Les streptocoques en général présentent une trés grande sensibilité a la pénicilline.
Cependant, du fait de l'apparition des phénomeénes allergiques a ce médicament, les
auteurs substituent cette thérapeutique a une autre dont le choix est fonction du
comportement in vitro des streptocoques envers les autres antibiotiques.

Les streptocoques sont également sensibles a I'ampicilline, aux macrolides, aux
lincosamides, aux streptogramines A et B, au chloramphénicol et a la vancomycine.

Les CMIs sont variables d’un antibiotique a un autre, d’ou la nécessité de faire un
antibiogramme standard sur toute souche de streptocoque isolée d’infection généralisée.

lll- TRAITEMENT

Le traitement a appliquer dépend de la sensibilité ou de la résistance des streptocoques
déficients face aux antibiotiques.

llI-1- SENSIBILITE AUX ANTIBIOTIQUES

Pendant longtemps, les streptocoques non hémolytiques ont été réputés sensibles a la
pénicilline G ( CMIs inférieures a 0,1 mg/ml ). Pourtant dés 1962, on décrivait des
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souches de S. viridans résistantes a la pénicilline dans la flore buccale de sujets recevant
une pénicillinothérapie prolongée en prévention du RAA ( Rhumatisme Articulaire Aigu ) (
43 ). Vers la fin des années 1970, certains travaux faisaient état de souches relativement
résistantes a la pénicilline G, de I'ordre de 10 % pour S. mitis et de 5 % pour les autres
espéces ( 19 ). Dans la période 1988-89, on relevait des fréquences de S. viridans
résistant a la pénicilline de 50 a 60 % respectivement a Madrid ( 33 ) et a Barcelone ( 14 ).

Cette résistance a la pénicilline G est liée a une diminution d’affinité des PLP, sans
production de béta-lactamase ( 15, 43 ). Ces streptocoques sont résistants aux
pénicillines et céphalosporines de premiére génération mais restent sensibles a
imipénéme et, a un moindre degré, au céfotaxime ( 33 ). Outre une moindre sensibilité,
une tolérance vis-a-vis de la pénicilline G a été observée pour pratiguement toutes les
espéces de streptocoques non groupables. La signification clinique du phénoméne de
tolérance n’est cependant pas bien élucidée ( 20 ).

La vancomycine est réguliérement active sur les streptocoques déficients bien qu’il ait
été rapporté le cas d’'une souche résistante a cet antibiotique ( 14 ).

Les streptocoques déficients sont résistants a bas niveau aux aminosides.
L’association d’'un aminoside avec une pénicilline est synergique alors que dans des
conditions expérimentales, la vancomycine seule s’est révélée aussi efficace que
'association aminoside et vancomycine ( 6 ). La résistance a haut niveau a la
streptomycine ou a la kanamycine est rare ( 29 ).

Dans certaines localités, la fréquence des souches multirésistantes ( a plus de trois
antibiotiques ) est passée de 4 a 72 % au cours des dernieres années ( 14 ). les
antibiotiques concernés sont outre la pénicilline, I'érythromycine, la clindamycine, les
cyclines et le cotrimoxazole.

lll-2- RECOMMANDATIONS POUR LE TRAITEMENT DES
ENDOCARDITES A STREPTOCOQUES NON GROUPABLES ( 4, 49)

Streptocoques non résistants a la pénicilline G ( CMI inférieure a 0,5 mg/l ) :

— Dans les endocardites « simples » évoluant depuis moins de trois mois, non
compliquées et dues a un streptocoque sensible a la pénicilline G ( CMI inférieurs
a 0,1 mg/l' ), on recommande une association de pénicilline G ( 10 a 20 millions U/j
) et d’aminosides pendant deux semaines. En cas de risques auditif ou rénal (
sujets &gés ), I'alternative est une monothérapie par pénicilline G ( méme dose )
pendant quatre semaines.

— Dans tous les autres cas, on recommande la pénicilline G ( 20 millions U/} )
pendant quatre semaines, associée a un aminoside pendant les deux premiéres
semaines. L'intérét d’associer un aminoside pour les souches dont la CMI est
comprise entre 0,1 et 0,5 mg/ml n’est cependant pas prouvé.

Streptocoques résistants a la pénicilline G ( CMI supérieure ou égale a 0,5 mg/ml ) (

15



DONNEES SUR LA SENSIBILITE AUX ANTIBIOTIQUES DES SOUCHES DE STREPTOCOQUES
DEFICIENTS ISOLEES D’INFECTIONS RESPIRATOIRES, OSTEO-ARTICULAIRES ET

11):

On recommande une association pénicilline G ( 20 a 30 millions U/j ) et aminoside
pendant quatre a six semaines.

En cas d’allergie a la pénicilline, la vancomycine ( 30 mg/kg/j ) est préconisée en
monothérapie pendant quatre semaines. Les céphalosporines représentent une
alternative, notamment les molécules comme la ceftriaxone qui, en raison d’'une
administration journaliére unique, pourrait représenter a I'avenir une possibilité de
traitement ambulatoire des endocardites « simples ». Certaines données
expérimentales laissent entrevoir une place pour certaines quinolones dans le
traitement de certaines endocardites a streptocoques ( 48 ).
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DEUXIEME PARTIE. TRAVAIL
PERSONNEL

I- MATERIEL

I-1- SOUCHES BACTERIENNES

I-1-1- SOUCHES A TESTER

Elles sont obtenues a partir des prélévements faits au niveau de I'hopital Aristide Le
DANTEC ( HALD )mais également a partir des souches de streptocoques déficients qui
ont été conservés au laboratoire depuis 1997 et celles de 2000 dénommées souches IRB
( Infections Respiratoires Basses ).

1-1-2- SOUCHE DE REFERENCE
Enterococcus faecalis ATCC 29212
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I-2- PRELEVEMENTS

Expectorations

— Eau distillée stérile
—  Boite stérile de prélevement
—  Gants stériles
—  Vortex
Hémocultures
—  Seringues et aiguilles stériles
—  Ballons d’hémoculture contenant 100 ml de BCC
Ecouvillonnages nasal et pharyngé
—  Ecouvillon
— Abaisse langue
Sécrétions pharyngées

—  Seringue a gavage
—  Embout stérile de 1000 (1l

I-3- ISOLEMENT DES SOUCHES

I-3-1- MATERIEL

Anse de platine
Bec Bunsen

Etuve

Lames et lamelles
Microscope optique
Réfrigérateur

Jarre pour obtenir une atmosphére a 5 % de 002

I-3-2- REACTIFS

18



Réactifs pour la coloration de Gram
Bouillon au thioglycolate
Gélose Columbia ou gélose trypticase ou gélose MH utilisées comme milieu de base

Gélose au sang ordinaire ( GSO ) enrichie au chlorhydrate de pyridoxal & 0,01 g/l ou
chlorhydrate de cystéine a 0,01 g/l ( ou L-cystéine ) ; le sang utilisé étant le sang de
mouton

CLED ( Cystine-Lactose- Electrolytes Déficients )

I-4- IDENTIFICATION

Huile de paraffine

Eau distillée

Tubes a hémolyse

Etuve a 37 °C

Micropipette

Anse de platine

Embout

Echelles Mc Farland
Galeries CSB Streptocoques

I-5- ETUDE DE LA SENSIBILITE PAR E-TEST

Applicateurs

Bandes adhésives
Papier buvard

Tubes a hémolyse
Ecouvillons stériles
Echelle Mc Farland
Bandes E-test

Boites de Pétri de 150 ou 90 mm de diamétre
Guide de lecture E-test
GSO

Réactifs

Eau physiologique
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1-6- ANTIBIOGRAMME STANDARD

Boite de Pétri

Ecouvillon

Disques d’antibiotiques

Distributeur ou pinces

Etuve

Echelle Mc Farland

Gélose au sang cuit ou au sang ordinaire

I-7- MATERIEL POUR LA CONSERVATION

Les souches doivent étre conservées au freezer, a — 70 °C. Le matériel utilisé est le
suivant :

cryotubes Nunc
portoirs a cupules numérotées et couverts
bande adhésive

différents milieux de conservation : lait écrémé, bouillon coeur-cervelle, etc.

II- METHODES

II-1- PREPARATION DES MILIEUX

Les milieux sont présentés sous forme de poudres lyophilisées. Au moment de I'emploi, la
poudre est dissoute dans de I'eau distillée en respectant les quantités qui sont indiquées
sur les flacons de poudre.

Pour permettre une parfaite dissolution de la poudre, un agitateur magnétique est
utilisé. La poudre dissoute est chauffée et maintenue a ébullition pendant environ deux
minutes pour permettre la dissolution des cristaux. Les milieux sont ensuite répartis dans
des flacons avant d’étre autoclavés pendant 15 a 20 minutes a 120-121 °C en
surpression. Aprés autoclavage, les milieux sont répartis dans les boites de Pétri.

Les milieux préts a I'emploi sont conservés a 4 °C dans des sacs en plastique.

lI-2- LES PRELEVEMENTS
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La qualité des prélévements va conditionner la suite de I'analyse et la valeur des résultats.

II-2-1 EXPECTORATIONS

Elles sont effectuées au laboratoire ou sous contréle de ce dernier.

Il s’agissait de collecter dans un flacon stérile une quantité suffisante d’exsudat
purulent produit par I'arbre respiratoire enflammé et émis a I'occasion d’un effort de toux.

Les prélevements ont été effectués le matin a jeun, en dehors de tout traitement
antibiotique et aprés nettoyage buccal.

II-2-2- ECOUVILLONNAGES PHARYNGES

Dans I'impossibilité de réaliser un prélevement d’expectoration chez les jeunes enfants,
un écouvillonnage pharyngé a été effectué.

lI-2-3- HEMOCULTURES

Nous avons réalisé deux ou plusieurs préléevements en dehors de toute antibiothérapie,
loin des repas et en dehors des pics fébriles.

Aprés une désinfection minutieuse du pli du coude, nous avons effectué une ponction
veineuse d’environ dix millilitres de sang ( chez I'adulte ), cing millilitres chez I'enfant, soit
a laide d'une seringue, soit a laide d'un dispositif de prélévement : le sang est
immédiatement inoculé dans le ballon d’hémoculture. Celui-ci doit étre immédiatement
acheminé au laboratoire.

11-2-4-SECRETIONS PHARYNGEES

Le prelévement de sécrétion pharyngée a été réalisé chez les jeunes enfants : en se
servant d’'un abaisse-langue et d'une seringue a gavage sur laquelle est adapté un
embout stérile de 1000 pl, la sécrétion a été aspirée.

Le prélévement devait étre acheminé rapidement au laboratoire et pris en charge afin
d’éviter que la flore commensale d’accompagnement puisse se multiplier et fausser les
résultats.

II-3- CONSERVATION

Tous les prélévements ont été gardés a — 70 °C.

ll-4- TRAITEMENT DES PRELEVEMENTS

laver I'expectoration ou la sécrétion pharyngée avec de I'eau physiologique stérile.
Retirer complétement I'eau de lavage.
Ajouter un volume égal de N-acétyl L-cystéine a 1 % ( Mucomyst ) ou utiliser un
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volume égal de digesteur Eurobio, ce qui correspond a une dilution au V2.
Vortexer 2 minutes et laisser reposer 10 a 15 minutes.

Faire une dilution au 1/500 avec de I'eau physiologique stérile - a I'aide d’'une anse
calibrée, prélever 10 pyl d’homogénéisat et diluer dans 5 ml d’eau.

Homogénéiser

Les frottis ont été réalisés pour les colorations de Gram et de May-Grinwald Giemsa (
MGG ) avant d’ajouter le N-acétyl L-ystéine car ce dernier digére les cellules.

1I-5- EXAMEN CYTOBACTERIOLOGIQUE

I1-5-1- EXAMEN MACROSCOPIQUE

Il a été apprécié pour la suite de I'analyse :

expectoration purulente ou mucopurulente : appropriée aux investigations
bactériologiques

expectoration spumeuse : prélévement impropre al’analyse bactériologique.

I1-5-2- EXAMEN MICROSCOPIQUE : APRES COLORATIONS DE GRAM ET
MGG

A partir du produit pathologique préalablement traité, si nécessaire, nous avons réalisé
deux frottis colorés au Gram et au MGG. L’examen microscopique a l'objectif X100
permet d’apprécier : le nombre de polynucléaires, I'aspect de la flore, le nhombre de
cellules épithéliales, etc. Pour les prélévements nos concernant 'examen microscopique
a montré une prédominance de cocci gram positif disposés en chainettes plus ou moins
longues.

11-5-3- ISOLEMENT

Le prélévement a été ensemencé sur GSO additionné de pyridoxal a 0,01 g/l et/ ou de
L-cystéine ; a défaut de ce milieu, nous avons utilisé du CLED. La lecture a été faite aprés
24 heures sous 002 a 37 °C.

1I-5-4- IDENTIFICATION BIOCHIMIQUE
Micro CSB Streptocoque

Principe

C’est une microméthode d’identification. Elle consiste a ensemencer des plaques
présentant des cupules qui renferment des substrats déshydratés destinés a la mise en
évidence d’activités enzymatiques ou d’assimilation des substrats carbonés en milieu
approprié ( fermentation ) ou hostile.
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Ces puits sont ensemencés avec un inoculum qui reconstitue le milieu. Aprées

incubation, la lecture des réactions est effectuée directement ou apres addition de réactifs
de révélation.

Mode opératoire

Préparer une suspension bactérienne de turbidité égale a celle de I'échelle 4 Mac
Farland dans 1 ml d’eau distillée stérile avec une boite entiére de culture de 24
heures sur gélose au sang, par écouvillonnage.

Utiliser 100 pl d’inoculum bactérien par cupule, de VP a BHS

Verser le reste de la suspension bactérienne dans 1 ml de MEVAG streptocoque et
mélanger.

Ensemencer les cupules de ARA a GLY avec le MEVAG ainsi inoculé ( 100 pl
d’'inoculum bactérien par cupule ).

Fermer les cupules ADH et tous les sucres avec 2 gouttes d’huile de paraffine.
Incuber a 37 °C sur un plateau recouvert de papier buvard imbibé d’eau.

Lire aprés heures et aprés 18 heures d’incubation.

Tests

Substrats |Réactions Enzymes Réactifs a ajouter | RésultatRessittess
négatifs

VP

Glucose |Production d’acétoine 1 goutte de Rose Roimgmlore
+ pyruvate KOH 1 goutte de
créatinine 1

goutte de naphtol

ESC

Esculine |Béta-blucosidase Noir incolore

ADH

Arginine | Arginine dihydrolase Rouge |Jaune

BHS

Glucose |Croissance en milieu Jaune |Violet
hypersalé

ARA

L-arabinose Fermentation Jaune Rouge

MAN

Mannitol

SOR

Sorbitol

TRE

Tréhalose

RAF

Raffinose

SOS

Sorbose

INU

Inuline

LAC

Lactose

AMD

Amidon

GLY

glycérol

11-6- DETERMINATION DE LA SENSIBILITE AUX ANTIBIOTIQUES

11-6-1- ANTIBIOGRAMME STANDARD PAR LA METHODE DES DISQUES
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Principe

L’antibiogramme apprécie la modification de la croissance d’'une souche bactérienne

en présence d’antibiotiques.

La croissance bactérienne se traduit par la variation de parameétres divers,

diversement quantifiables.

Mode opératoire

A partir d’'une culture de 18-24 heures, préparer une suspension de 1 a 2 colonies

dans 1 ml d’eau physiologique puis comparer la turbidité avec I'étalon Mac Farland 0,5.

Ensemencement

Ensemencer les boites contenant les milieux par écouvillonnage, puis laisser sécher

10 @ 15 minutes.

Appliquer les disques d’antibiotiques correspondant a l'aide de distributeurs ou avec
les pinces en appuyant légérement et incuber a 37 °C pendant 24 a 48 heures en

anaérobiose.

Lecture

La culture bactérienne s’arréte lorsqu’elle rencontre une concentration égale a sa
CMI. La mesure du diameétre d’inhibition refléte donc la valeur de la CMI de l'antibiotique.

Ces valeurs sont interprétées en fonction des abaques.
Antibiotiques testés

Ont été les suivants :

spiramycine ( SP )
Péfloxacine ( PEF )
Streptomycine ( S)
Ciprofloxacine ( CIP )
Oxacilline ( OX)
Gentamicine ( GM )
Erythromycine ( E )
Acide nalidixique ( AN )
Rifampicine ( RA )
Pénicilline G (P)
Amoxicilline ( XL )
Amoxicilline-acide clavulanique ( AC)
Vancomycine ( VA)
Amikacine ( AK)

11-6-2- DETERMINATION DE LA CMI PAR E-TEST
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Le E-test est une technique de détermination de la sensibilité des bactéries aux
antibiotiques.

Principe
Il est basé sur la combinaison des deux concepts de dilution et de diffusion.

Le systéme E-test consiste en une bande en plastique non poreuse calibrée par un
gradient préétabli de concentration d’antibiotique couvrant 15 dilutions pour déterminer la
CMI en mg/l d’'une souche testée en milieu gélosé.

Le gradient couvre une rangée de concentration allant de 0,016 a 256 mg/l ou 0 ,002
a 32 mg/l selon I'antibiotique.

Mode opératoire
Préparation de I'inoculum bactérien

Une parcelle de colonies viables de 24 a 48 heures a été repiquée dans une solution
de microbouillon nutritif pendant 4 heures pour avoir des germes en phase de croissance
exponentielle ; la turbidité de l'inoculum a été ensuite ajustée entre 0,5 et 1 Mac Farland
en comparant avec un témoin.

Ensemencement

La méthode d’ensemencement du milieu a été celui préconisée par le NCCLS et qui
est la méthode par écouvillonnage ou méthode de Kirby-Bauer, que nous avons réalisé
comme suit :

plonger un écouvillon stérile dans l'inoculum et bien I'essorer sur les rebords du tube ;
écouvillonner entierement dans les 4 sens de la gélose dont la surface a été bien
séchée ;

laisser sécher a la température ambiante environ une quinzaine de minutes.

Application des bandes E-test

Sortir le paquet de bandes a tester du freezer et le laisser revenir a la température
ambiante jusqu’a ce que toute I'humidité s’évapore avant de I'ouvrir ;

Vérifier 'absence de fentes et de trous sur les paquets de E-test et ne pas utiliser
ceux qui sont endommagés ;

Retirer les bandes avec les pinces 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 ; chaque puits peut contenir 20
bandes ; mettre le méme type d’antibiotique par puits ;

Remplir les puits de la cassette suivant I'antibiogramme de I'espéce ;

Prélever bande par bande a I'aide de I'applicateur et les déposer a la surface de la
gélose — aprés 50 bandes, changer la bande adhésive de 'applicateur ;

Incuber immédiatement les boites a 37 °C sous CO2 pendant 18 heures.
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Remarque

Ne pas déplacer une bande E-test une fois déposée sur la gélose car la libération de
I'antibiotique est instantanée.

Ne pas déposer beaucoup de bandes sur une boite de Pétri.
L’épaisseur de la gélose doit étre d’environ 4 +/- 0,5 mm.

Incuber aux conditions adéquates, c’est-a-dire a 37 °C pendant 24 heures.

11-6-3- CONTROLE DE QUALITE SUR LES TESTS DE SENSIBILITE

Il consiste a tester les souches de référence. Les normes ont été celles publiées par le
NCCLS.

Le contréle était destiné a évaluer [efficacité, la précision, I'exactitude et la
reproductibilité des méthodes utilisées.

lls ont permis également de contréler la fiabilité des réactifs et I'évaluation du
rendement du manipulateur.

Ce controle a été réalisé avec les souches dites « souches de référence » chaque
fois qu’il y avait une nouvelle série de réactifs, de milieux ou le réglage d’'un appareil. La
souche de référence que nous avons utilisé a été Enterococus faecalis ATCC 29212.

II-7- CONSERVATION DES SOUCHES BACTERIENNES

Elles ont été stockées dans deux milieux de conservation :

bouillon cceur cervelle additionné de glycérol a 10 ou 15 %

lait écrémé
Il était indispensable de suivre les impératifs qui régissaient la réussite de cette
manipulation.

Les régles observées ont été les suivantes :

ne conserver qu’une souche pure ;
ne jamais conserver en milieu liquide pour éviter le développement des mutants ;
garder la souche dans des conditions défavorables a sa multiplication ;
prévoir enfin toutes les mesures nécessaires pour la conservation des isolements.
La technique de conservation consiste a prélever au niveau de la boite de Pétri contenant

une culture pure de la bactérie, de 24 a 48 heures, quelques colonies bien isolées a I'aide
d’'une anse en platine.

Les cryotubes ont été ensuite conservés a — 20 °C eta - 70 °C.
Reégles d’étiquetage

La conservation des souches a été effectuée dans un tube sur lequel figurent :
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I'origine de la souche ( ex HALD, CHU FANN, etc. )
la date de conservation

le nom de la souche

le numéro et la nature du prélévement

la température et le milieu de conservation utilisés

le code de 'année
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TROISIEME PARTIE. RESULTATS

I- RESULTATS ET REPARTITION DES SOUCHES
ISOLEES

De novembre 2001 a mai 2002, 28 souches de streptocoques déficients ont été isolées
dans le cadre de cette étude.

Les souches provenaient de :

HALD
La majeure partie des souches de streptocoques déficients isolées provenaient pour
I'essentiel de HALD, soit un total de 26 souches.

Les origines ont été :

15 souches d’IRB conservées depuis I'année 2000 au laboratoire
7 souches isolées a partir de prélévements de pus et conservées depuis 1997.
4 souches isolées a partir des prélévements d’expectoration faits au service de

pédiatrie.
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HEAR

Les deux ( 2 ) souches provenant d’HEAR ont été isolées et stockées au laboratoire

depuis I'année 2000 et ont été isolées d’IRB.

Espéces Nombre Pourcentage ( % )
S. mitis 11 39,3

S. crista 7 25

S. sanguis 6 21,4

S. milleri 3 10,7

S. mutans 1 3,6

Total 28 100

S. mitis a été le germe le plus retrouvé ( 39,3 % des souches ) alors qu’une seule
souche de S. mutans a été isolée.

Espéces Enfants Adultes Total
S. mitis 4 7 11

S. crista 1 6 7

S. sanguis 2 4 6

S. milleri 0 3 3

S. mutans 0 1 1
Total 7 21 28

lls ont été plus incriminés chez les
mitis comme téte de file.

adultes que chez les enfants, avec toujours S.

Selon la nature du prélévement, la répartition des souches a été notée dans le
tableau suivant.

Espéces

Expectoratio

nHémoculture

Liquide
péricardique

Pus
articulaire

Pus pleural

Pus
d’ostéite

mitis

2

1

1

. sanguis

1

. crista

. milleri

7
5
7
1

wlnlulunln

. mutans

S. mitis a encore été le plus fréquent, surtout dans les expectorations.

lI- SENSIBILITE AUX ANTIBIOTIQUES
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Antibiotiques

Résistance ( % )

Intermédiaire ( % )

Sensibilité ( % )

Ciprofloxacine

0

3,6

96,4

Streptomycine 0 23,5 76,5
Rifampicine 7,4 33,3 59,3
Erythromycine 3,6 39,3 428
Spiramycine 53,8 23,1 23,1
Pénicilline G 53,8 23,1 23,1
Gentamicine 100 0 0
Acide nalidixique 100 0 0
Clindamycine 0 0 100
Vancomycine 0 0 100
Amoxicilline 15,4 0 84,6
Amoxicilline-acide 7.7 19,2 73,1
clavulanique

Amikacine 19 28,6 52,4

La sensibilité a la ciprofloxacine a été bonne ( 96,4 % ) et aucune résistance n’a été
observée. Par contre une forte résistance a I'acide nalidixique a été notée.

La sensibilité a I'érythromycine des streptocoques a été moyennement bonne.

La vancomycine a présenté une bonne sensibilité ( 100 % ) comme la clindamycine

La sensibilité a 'amoxicilline a été bonne avec une résistance de 15,4 % comme celle
de 'association avec I'inhibiteur ainsi que celle de la streptomycine.

Par contre, une trés grande résistance a été notée avec la pénicilline G (cf tableau ).

II-1- SENSIBILITE DE S. MITIS AUX ANTIBIOTIQUES

Antibiotiques Résistance ( % ) Intermédiaire ( % ) Sensibilité ( % )
Ciprofloxacine 0 0 100
Streptomycine 0 12,5 87,5
Rifampicine 18,2 63,6 18,2
Erythromycine 9.1 36,4 54,5
Spiramycine 70 20 10
Pénicilline G 60 10 30
Gentamicine 100 0 0
Acide nalidixique 100 0 0
Clindamycine 0 0 100
Vancomycine 0 0 100
Amoxicilline 10 0 90
Amoxicilline-acide 9.1 0 90,9
clavulanique

Amikacine 10 30 60
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De bonnes sensibilités ont été notées avec la ciprofloxacine et a la streptomycine et
tous les autres antibiotiques étudiés en E-test mais modérées pour I'érythromycine et la
rifampicine.

Le détail des phénotypes retrouvés est résumé dans le tableau ci-dessous.

ATB |S. S. S. S. S. S. S. S. S. S. S.
mitis 1 | mitis 2 | mitis 3 | mitis 4 | mitis 5 | mitis 6 | mitis 7 | mitis 8 | mitis 9 | mitis | mitis

10 11

NA R R R R R R R R R R R

CIP S S S S S S S S S S S

E I S S R I I I S S S S

RA R I S R I I I I S I I

S S S S S - S S S S I I

SP S R I R R R R R - R I

GM R - R - - - - - R - R

AC S S - S S S S S S S S

AK R I S I S S S I S -

VA S S - S S S S S - S S

XL S S - S S S S S S S S

lI-2- SENSIBILITE DE S. CRISTA AUX ANIBIOTIQUES

Antibiotiques Résistance ( % ) Intermédiaire ( % ) Sensibilité ( % )

Ciprofloxacine 0 0 100

Streptomycine 0 14,3 85,7

Rifampicine 0 16,7 83,3

Erythromycine 0 42,9 57,1

Spiramycine 42.8 28,6 28,6

Pénicilline G 0 33,3 66,7

Péfloxacine 0 33,3 66,7

Acide nalidixique 100 0 0

Clindamycine 0 0 100

Vancomycine 0 0 100

Amoxicilline 42,9 0 57,1

Amoxicilline-acide 16,7 33,3 50

clavulanique

Amikacine 0 0 100

Certaines résistances ont été assez élevées, notamment avec la spiramycine et
I'amoxicilline, par rapport aux autres antibiotiques.

Les phénotypes sont les suivants.

32



TROISIEME PARTIE. RESULTATS

ATB crista 1

. crista 2 crista 3
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II-3- SENSIBILITE DE S. SANGUIS AUX ANTIBIOTIQUES

Antibiotiques Résistance ( % ) Intermédiaire ( % ) Sensibilité ( % )
Ciprofloxacine 0 0 100
Streptomycine 0 50 50
Rifampicine 0 0 100
Erythromycine 0 0 100
Spiramycine 0 50 50
Pénicilline G 50 0 50
Acide nalidixique 100 0 0
Clindamycine 0 0 100
Vancomycine 0 0 100
Amoxicilline 0 0 100
Amoxicilline-acide 0 0 100
clavulanique

Amikacine 20 40 40

Seule la pénicilline G a montré une efficacité moyenne.

Les phénotypes ne sont pas aussi variés que S. mitis.
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ATB

sanguis 1

sanguis 2

sanguis 3| S. sanguis 4

. sanguis 5
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II-4- SENSIBILITE DE S. MILLERI AUX ANTIBIOTIQUES

Antibiotiques Résistance ( % ) Intermédiaire ( % ) Sensibilité ( % )
Ciprofloxacine 0 33,3 66,7
Rifampicine 0 0 100
Erythromycine 0 66,7 33,3
Spiramycine 66,7 0 33,3
Acide nalidixique 100 0 0
Péfloxacine 50 50 0
Clindamycine 0 0 100
Vancomycine 0 0 100
Amoxicilline 66,7 0 33,3
Amoxicilline-acide 66,7 0 33,3
clavulanique

Amikacine 50 50 0

La sensibilité avec la rifampicine a été maximale cette fois comme avec clindamycine

et vancomycine.

Les trois souches testées ont données des phénotypes assez identiques.
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ATB milleri 1 milleri 2 S. milleri 3
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II-5- SENSIBILITE DE S. MUTANS AUX ANTIBIOTIQUES

Une seule souche de S. mutans a été isolée durant notre étude. Sa sensibilité n’ est donc
pas exprimée en pourcentage.

Antibiotiques Profil
Ciprofloxacine Sensible
Streptomycine Sensible
Rifampicine Sensible
Erythromycine Intermédiaire
Péfloxacine Sensible
Acide nalidixique Résistant
Spiramicine Résistant
Pénicilline G Intermédiaire
Gentamicine Résistant
Amikacine Sensible
Clindamycine Sensible
Vancomycine Sensible
Amoxicilline Sensible
Amoxicilline-acide clavulanique Sensible
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QUATRIEME PARTIE. DISCUSSION

I- PRELEVEMENTS

L’échantillon devait étre correctement collecté afin d’éviter la contamination par les
streptocoques déficients commensaux. Certaines précautions étaient a prendre pour les
prélevements d’expectoration et d’hémoculture :

concernant les prélevements d’expectoration, I'effort de toux était indispensable pour
éviter les prélévements salivaires impropres a I'analyse bactériologique.

Pour les ballons d’hémoculture, il fallait bine désinfecter la peau, faire plusieurs
prélevements et de préférence lors des pics thermiques, tout en s’assurant de
'absence d’antibiothérapie.

lI-L’EXAMEN MICROSCOPIQUE DIRECT

Il s’avérait indispensable pour le préléevement d’expectoration parce que permettant de
valider le prélévement. Ainsi, les crachats qui, a I'objectif X100 contenaient plus de 25
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cellules épithéliales par champ, étaient éliminés ; il s’agissait de prélévements salivaires.
En revanche, ceux qui étaient sans ou avec trés peu de cellules épithéliales et contenant
plus de 25 polynucléaires par champ ont été analysés ; il s’agissait de prélevements
purulents.

III-METHODES D’ISOLEMENT

Pour l'isolement, deux types de milieux ont été utilisés : la GSO additionnée de pyridoxal
et le CLED

lll-1- GSO ADDITIONNEE DE PYRIDOXAL

Sur ce milieu, les streptocoques déficients poussent visiblement bien avec des colonies
isolées, distinctes. C’est le milieu de choix mais le seul inconvénient est que le pyridoxal
colte cher et que le milieu CLED, a un colt moindre, peut étre utilisé.

lll-2- CLED

Sur ce milieu, les streptocoques déficients, ont été bien isolés avec leurs colonies
caractéristiques. L'utilisation de ce milieu a présenté aussi 'avantage de pouvoir mettre
en évidence rien que par lI'examen macroscopique du milieu la présence de
Staphylococcus aureus qui colore la boite en jaune. Ce dernier a été souvent a l'origine
de souillures des milieux .

IV-METHODES D’IDENTIFICATION

Nous avons identifié¢ les streptocoques déficients avec les microplaques CSB
streptocoque dont le protocole a été simple et I'utilisation facile. Cette méthode nous a
permis d’identifier les espéces isolées. Ces tests biochimiques ne suffisent pas pour
différencier S. mitis et S. sanguis, qui ont beaucoup de caractéres semblables et ne se
différencient que par le raffinose ; cette limite se retrouve dans la galerie API Strep. Pour
cette raison, la méthode DNA-DNA hybridation qui donne de bons résultats d’identification
a tendance a étre utilisée. Ces méthodes ne peuvent étre encore utilisées dans nos pays
parce qu’elles demandent des moyens financiers énormes.

V-TESTS DE SENSIBILITE
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V-1- ANTIBIOGRAMME STANDARD

Cette technique utilisée en routine a donné de bons résultats dans I'ensemble.

V-2- E-TEST

Cette technique s’est montrée une méthode de détermination rapide des CMIs, fiable et
facile, en ce qui concerne sa lecture.

C’est une technique tout de méme onéreuse qui exclue pour le moment son
utilisation en routine.

Des études qui ont été faites aux USA ont montré que la méthode E-test présentait
un inconvénient majeur pour la détermination de la CMI de streptocoques viridans. Ces
études ont révélé une erreur de 'ordre de 0,7 % de la méthode E-test par rapport a la
méthode de dilution sur agar ( 45 ).

VI-SOUCHES IDENTIFIEES

Dans I'étude que nous avons mené, il est trés difficile de tirer certaines conclusions
globales en se basant sur le nombre de souches isolées et le type de prélévement ( voir
tableau XIX de répartition des espéces en fonction des préléevements ). Par exemple, en
se référant au tableau, nous pouvions étre tentés de dire que les streptocoques déficients
étaient beaucoup plus retrouvés dans les affections du tractus respiratoire que
cardiaques, ce qui serait une conclusion erronée. Ces difficultés sont dues au fait que :

d’'une part, le nombre de prélévements d’expectorations qui ont été faits étaient
beaucoup plus nombreux que les autres types de prélevements ;

d’autre part, il y a d’autres espéces de streptocoques déficients dont I'isolement n’a
pas été réussi.

VI-1- STREPTOCOCCUS MITIS.

Dans cette étude, S. mitis présente la fréquence d’isolement la plus élevée avec un taux
de 39,3 %. 63,6 % des souches ont été isolées chez les adultes et 36,4 % I'ont été chez
les enfants. Sur les 11 souches de S. mitis isolées, sept provenaient d’expectorations.

Des études faites en ltalie sur des patients 4gés de plus de 32 ans ont montré que S.
mitis est responsable de nombreuses endocardites ( 36 ). Les mémes résultats ont été
obtenus lors d’'une étude chez des agées d’environ 52 ans ( 51).
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VI-2- STREPTOCOCCUS SANGUIS

21,4 % des souches isolées ont été de cette espéce. Une étude faite au Danemark en
1999, a montré que S. sanguis était 'espéce la plus retrouvée dans les endocardites ( 16
). Une autre étude effectuée en Angleterre en 2002, a donné des résultats similaires ( 2 ).

Cependant, S. sanguis a été retrouvé dans des cas d’infections respiratoires.

VI-3- STREPTOCOCCUS MILLERI

Il a représenté 10,7 % des souches totales. Les études faites a Paris en 1998 ont montré

un cas sur dix d’infection pulmonaire due a S. milleri ( 27 ).

Une autre étude menée a Barcelone a montré que sur 28 cas d’infections

pulmonaires, S. milleri a été isolé chez 17 patients (42 ).

En 1999 en Allemagne, S. milleri a été le germe le plus fréquent dans une étude chez
des hommes de 32 a 41 ans pour chercher les bactéries responsables de pneumonie ( 54

)

En 2002 au Japon, S. milleri a été responsable de nombreuses infections
pulmonaires ( 18 ). Des cas d’endocardite dus a S. milleri ont été signalés en Belgique en

2000 ( 34 ).

VI-4- STREPTOCOCCUS CRISTA

Elle a représenté 25 % des souches isolées. Elle est le plus souvent responsable

d’infections pulmonaires longues ; Cette espéce a fait 'objet de peu d’études.

VI-5- STREPTOCOCCUS MUTANS

Elle a représenté 3,6 % des streptocoques oraux isolées. En 2001, a Taiwan, S. mutans a
été l'espéce la plus retrouvée dans les caries dentaires qui dans la plupart des cas se
compliquent en endocardite ( 7 ). Une étude similaire a été faite aux Etats-Unis en 1993 (
52 ). En 2001, une équipe brésilienne a confirmé les résultats obtenus par les américains
( 56 ). En 1993 en Finlande, S. mutans a été isolé dans de nombreux cas de caries

dentaires qui a la longue peut entrainer une cardiopathie mortelle ( 37 ).

VII-PROFILS DE SENSIBILITE DES SOUCHES

VII-1- PROFIL GENERAL DE SENSIBILITE DES STREPTOCOQUES
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DEFICIENTS

VII-1-1- QUINOLONES

La sensibilité a la ciprofloxacine a été bonne ( 96,4 % ). Aucune résistance n’a été
observée. Des résultats approximativement semblables ont été obtenus aux USA et en
France avec un pourcentage de 90 % d’activité de la ciprofloxacine ( 13, 1 ). Par contre
une forte résistance a I'acide nalidixique et a la péfloxacine a été notée.

VII-1-2- LES AMINOSIDES

La sensibilité face a 'amikacine ( 52,4 % ) a été moyenne. Celle de la streptomycine a été
assez bonne ( 76,5 % ). Aucune résistance n’a été notée.

Des études in vitro chez le rat en 1983 ont montré que la streptomycine pouvait étre
utilisée en association avec la pénicilline pour prévenir les endocardites infectieuses ( 21

).

VII-1-3-LES GLYCOPEPTIDES

La vancomycine a présenté une bonne sensibilité ( 100 % ). De méme qu’a Taiwan, en
1998, I'efficacité de la vancomycine a été montrée ( 55 ).

VIl-1-4- LES MACROLIDES

La sensibilité a I'érythromycine des streptocoques a été moyennement bonne. Une étude
faite au Japon en 2000 a montré que les macrolides en général ont été sensibles aux
streptocoques oraux avec une résistance de 17 % a I'érythromycine ( 57 ).

Par ailleurs, a été signalée au Canada une résistance de 29 % ; il en est de méme en
Espagne en 1999 (45 ) et a Taiwan en 1998.

L’érythromycine s’est montrée efficace pour le traitement de I'endocardite ( 46 ). Son
efficacité a été démontrée chez le rat au Canada, en 2000 ( 46 ).

VII-1-5- LES BETA-LACTAMINES

La sensibilité a 'amoxicilline a été bonne ( 84,6 % ) avec une résistance de 15,4 %.
L’amoxicilline s’est montrée efficace dans le traitement de I'endoacardite sur une étude
faite chez le raten 1994 (17 ) et aux USA en 1997 ( 55).

La sensibilité a I'association amoxicilline-acide clavulanique a été de 73,1 %, avec
une résistance de 7,7 %.

Une trés grande résistance a été notée avec la pénicilline G ( 50 % ). Un résultat
similaire a été obtenu aux USA en 1996 ( 12).

Les streptocoques déficients se sont montrés résistants face a la pénicilline G dans le
traitement des pharyngites avec une résistance de 28,5 % ( 23 ).

41



DONNEES SUR LA SENSIBILITE AUX ANTIBIOTIQUES DES SOUCHES DE STREPTOCOQUES
DEFICIENTS ISOLEES D’INFECTIONS RESPIRATOIRES, OSTEO-ARTICULAIRES ET

Lors d’une trés forte résistance a la pénicilline G, 'imipénéme peut étre utilisé. Il s’est
avéré tres efficace dans ces cas ; ceci a été démontré par une étude a Taiwan en 1998 (

55 ).

VII-1-6- LINCOSAMIDES

La clindamycine a été active a 100 % sur les souches. Des cas de résistance ont été
remarqués en Espagne, en 2001, avec 49,8 % (42 ) et 7,5 % en Gréce chez I'enfant ( 23

)-

La clindamycine a été testée in vitro chez le rat pour la prévention de I'endocardite
aux USA (46 ), ce qui a donné d’excellents résultats. Son activité s’est montrée plus forte

que celle de I'érythromycine.

VII-1-7- DIVERS

La sensibilité a la rifampicine a été moyenne ( 59,3 %). Une étude faite en Gréce en 2001
dans le traitement de la pharyngite a montré qu’elle pouvait étre efficace contre cette

affection ( 26 ).

VII-2-PROFIL DE SENSIBILITE DES ESPECES DE STREPTOCOQUES
DEFICIENTS

VII-2-1- STREPTOCOCCUS MITIS

L’activité de la ciprofloxacine sur S. mitis a été active a 100 %. L’érythromycine a été

moyennement active ( sur 54,5 % des souches ).

L’activité de ces deux premiers antibiotiques a été étudiée sur 14 souches de S. mitis
par Tsuneko Ono et ont été obtenus 3 souches résistantes a la ciprofloxacine et 7

souches a I'érythromycine ( 57 ).

La pénicilline G a présenté une résistance de 33,3 % et elle est active sur 33,4 % des
souches de S. mitis. Son activité a été étudiée en Allemagne en 1993 et a montré une

résistance de S. mitis ( 28 ).

VIl-2-2- STREPTOCOCCUS MILLERI

Une résistance élevée a été notée avec 'amoxicilline ( 66, 7 % ) et avec I'association
amoxicilline-acide clavulanique aussi ( 66, 7 % ) alors que le contraire s’est produit aux

USA sur ces molécules de béta-lactamines ( 27 ).

S. milleri a été sensible a 100 % a la clindamycine alors que 6 sur 44 souches ont été
résistantes en 2000 sur une étude américaine ( 27 ) tandis qu’en Espagne , 16,6 % de

résistance avaient été relevées en 1999 ( 34 ).

L’érythromycine n’a été active que sur33, 3 % des souches mais a présenté une

sensibilité intermédiaire de 66,7 %alors que la résistance n’a été que de 17,1 %.
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La vancomycine a été active avec un pourcentage 100 %. La bonne efficacité a été
retrouvée par une étude espagnole en 1999 ( 31).

VII-2-3- STREPTOCOCCUS SANGUIS

Nos souches ont été sensibles a 'amoxicilline et a la vancomycine a 100 %.

En 1981, une étude effectuée sur le traitement de I'endocardite par la vancomycine a
constaté que celle-ci diminuait I'adhésion de S. sanguis ( 3 ).

En 1992, des expériences sur le rat pour le traitement des endocardites infectieuses
ont soulevé une résistance a I'amoxicilline ( 32 ).

Plusieurs études réalisées sur la sensibilité¢ a la pénicilline G dans le traitement de
'endocardite ont montré une résistance élevée de la pénicilline G ( 8 ). Face a cette
derniére, I'imipénéme s’était avéré comme étant la molécule de choix du traitement de
'endocardite en cas de résistance a la pénicilline G ( 35).

VII-2-4- STREPTOCOCCUS MUTANS

Une seule souche de S. mutans a été isolée et il nous a été difficile de tirer des
conclusions concernant sa sensibilité.

VII-2-5- STREPTOCOCCUS CRISTA

La ciprofloxacine a été active sur cette espéce alors que I'acide nalidixique n’a eu aucune
activité sur les souches étudiées.

Les quinolones pourraient étre utilisées dans le traitement des infections
pulmonaires.

Aucune résistance n’a été observée avec les macrolides. L’érythromycine a agi sur
57,1 % des souches.

La sensibilité aux glycopeptides a été modérée, avec une résistance de 42,8 % des
souches.

Les lincosamides ont été actives sur toutes les souches de S. crista.

Nous avons noté que trés peu de travaux ont été effectués sur cette espéece.
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CONCLUSION

CONCLUSION

Souvent producteurs de dextranes, certaines espéces ( S. mutans ) de streptocoques
déficients participent activement a la formation de la plaque dentaire et son cause de
caries. Passant dans la circulation sanguine, ils sont a l'origine de nombreuses
endocardites pouvant se compliquer de méningite en particulier. lls sont aussi
responsables de certaines infections respiratoires.

L’objectif de notre travail a été d’isoler ces espéces, de les identifier et d’étudier leur
sensibilité.
Le recrutement clinique des patients a été effectué dans diverses structures :
HEAR
HALD ( Service de pédiatrie et de médecine interne )
Cabinets médicaux privés et de médecine du travail

Sur un total de 28 souches isolées, ont été dénombrées :

39,3 % de S. mitis
25 % de S. crista
21,4 % de S. sanguis
10,7 % de S. milleri
3,6 % de S. mutans
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L’identification de ces streptocoque a été rendue facile avec des plaques de Micro CSB
Streptocoque qui sont basées sur des tests biochimiques.

La sensibilité a été étudiée avec deux méthodes :

la méthode des disques utilisée en routine

et la méthode E-test, fiable, précise, d’utilisation aisée, permettant d’obtenir la valeur
de la CMI par lecture directe en milieu gélosé. Son seul inconvénient est le colt des
bandes.

Notre étude a montré une activité de 100 % de la clindamycine sur les souches de
streptocoques déficients. Par ailleurs, aucune résistance n’a été observée avec la
ciprofloxacine qui a été active sur 96,4 % des souches testées.

La vancomycine a présenté aussi une bonne activité avec 100 % de sensibilité.

La ciprofloxacine, la clindamycine et la vancomycine sont utilisées dans le traitement
des infections dues aux streptocoques déficients.

Une résistance élevée des souches a été observée avec la pénicilline G. Elle peut
étre utilisée seule dans le traitement des endocardites infectieuses a germe sensible ou
en association avec les glycopeptides ( vancomycine ). En cas de résistance avec la
pénicilline G, I'imipénéme peut étre utilisé ou les céphalosporines qui ont présenté une
bonne activité. Les béta-lactamines en général ont été efficaces ; ainsi I'amoxicilline a été
active sur 84,6 % des souches et I'association amoxicilline-acide clavulanique sur 73,1 %
de celles-ci.

Les macrolides ( érythromycine et spiramycine ) ont présenté une activité moyenne
avec des résistances importantes surtout avec la spiramycine.

Avec les aminosides, une résistance assez élevée de 32,3 % pour la streptomycine a
été notée.

Un traitement adéquat des infections cardio-vasculaires, ostéo-articulaires,
respiratoires dues aux streptocoques déficients dépend d’'une bonne détermination de la
sensibilité aux antibiotiques de ces espéces. Un antibiogramme correct permet d’étre a
I'abri des échecs thérapeutiques dus aux rechutes ou aux phénomeénes de résistance.

Afin d’éviter une endocardite a streptocoques déficients, une prophylaxie par des
antibiotiques est préconisée pour les personnes a risques ( avec des cardiopathies
diverses ou sujets porteurs de prothéses valvulaires ) au moment de décharge s
bactériennes , surtout si elles sont intenses et prolongées.

Le choix de des antibiotiques est fonction de la sensibilité aux antibiotiques des
germes présents au niveau de la porte d’entrée potentielle. La création d’'un vaccin pour la
prévention des endocardites est en cours et ce vaccin est testé chez le rat. Il est préparé
a partir de la protéine FimA de S. parasanguis et il a entrainé chez le rat une protection
contre les endocardites dues a S. mitis, S. salivarius et S. mutans.

Tout I'espoir d’'une meilleure prophylaxie repose sur le vaccin.
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