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PROFESSEURS TITULAIRES

Histologie-Embryologie
Pédiatrie

Urologie

Cardiologie

Physiologie
Bactériologie-Virologie
Anatomie-Chirurgie Générale
Urologie

Hématologie

Neurologie

O-R-L

Médecine Interne I
Cardiologie
Orthopédie-Traumatologie
Parasitologie

Psychiatrie

Urologie

Pédiatrie

Anatomie Pathologique
Gynécologie-Obstétrique
Dermatologie
Neurologie
Ophtalmologie

Chirurgie Thoracique&Cardio-vasculaire
Neurologie

Physiologie
Ophtalmologie
Chirurgie Infantile
Biochimie Médicale
Bactériologie-virologie
Pédiatrie

Maladies Infectieuses
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M. Seydina Issa Laye
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Housseyn Dembel
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Moussa Lamine
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THIAM
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Orthopédie-Traumatologie
Chirurgie Générale
Maladies Infectieuses
Pédiatrie

Médecine Légale
Anatomie-Chirurgie Générale
Maladies Infectieuses
Hématologie

Chirurgie Générale
Biochimie Médicale
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Ophtalmologie.
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Moussa
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Mohamed Diawo
Jean Marie
Massar
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M. Abdoul Almamy
*M. Mamadou Mourtalla

M. Abdoul
M. Claude
M. Abdoulaye
M. Issa
M. Alain Khassim
M. El Hadji
*M. Youssoupha
Mme Bineta KA
M. Mouhamadou Guélaye

* Associé

BADIANE
BADIANE
BAH
DANGOU
DIAGNE
DIALLO
DIOP
DIOP
DIOP
DIOP
DIOUF
DIOUF
DIOUF
FALL
FALL
FAYE
FAYE
GASSAMA
GAYE
GUEYE
HANE

KA

KANE
MOREIRA
NDIAYE
NDIAYE
NDOYE
NIANG
SAKHO
SALL
SALL

Radiologie
Neurochirurgie
Gynécologie-Obstétrique
Anatomie et Cytologie Patholog.
Neurologie

Santé Publique

Maladies Infectieuses
Orthopédie-Traumatologie
Cardiologie

Médecine Interne II
Gynécologie-Obstétrique
Néphrologie

O.R.L

Chirurgie Générale
Chirurgie Pédiatrique
Maladies Infectieuses
Parasitologie
Biophysique
Anatomie Pathologique
Physiologie

Pneumo

Médecine Interne
Cardiologie

Pédiatrie

- Anatomie-Orthopédie-Traumato

O.R.L

Urologie

Radiologie
Neurochirurgie
Anesthésie-Réanimation
Pédiatrie




Cardiologie

Pédopsychiatrie
Endocrinologie-Métabolisme
Nutrition-Diabétologie
Bactériologie-Virologie
Pédiatrie
Orthopédie-Traumatologie
Urologie

Psychiatrie

MAITRES-ASSITANTS

M. Moustapha SARR

M. Birama SECK

M. EL Hassane SIDIBE
M.  Ahmad lyane SOwW
Mme.Haby SIGNATE SY

M. Mouhamadou Habib SY

M. Cheickna SYLLA
M. Omar SYLLA
Mme Aissata LY BA

M. EL Hadj Amadou BA

Mme Mariama GUEYE BA

M. Momar Codé BA

M. Moussa BA

M. Boubacar CAMARA
M. El Hadj Souleymane CAMARA

M. Cheikh Ahmed Tidiane  CISSE
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M. André Vauvert DANSOKHO
Mme Anta TAL DIA
*M  Ibrahima DIAGNE
M. Dijibril DIALLO
*M. Mame Thierno DIENG
M. Yémou DIENG
Mme, Sokhna BA DIOP
Mme. Elisabeth DIOUF
Mme Fatou SENE DIOUF
M. Mamadou Lamine DIOUF
M. Saliou DIOUF
M. Pape Ahmed FALL
M. Oumar FAYE
M. EL Hadj Fary KA
M.  Assane KANE
*M. Abdoul Aziz KASSE

Mme Ndéye Maimouna NDOUR MBAYE

M.  Mouhamadou MBENGUE

M.  Philipe Marc MOREIRA
+Mme Coura SEYE NDIAYE

M. Ousmane NDIAYE
*M.  Cheikh Tidiane NDOUR

* Associé
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Radiologie
Ophtalmologie
Gynécologie-Obstétrique
Neurochirurgie
Psychiatrie

Pédiatrie
Orthopédie-Traumatologie
Gynécologie-Obstétrique
Médecine Interne
Orthopédie-Traumatologie
Médecine Préventive
Pédiatrie
Gynécologie-Obstétrique
Dermatologie
Parasitologie

Radiologie
Anesthésie-Réanimation
Neurologie
Gastro-Entérologie
Pédiatrie

Urologie
Histologie-Embryologie
Clinique Médicale/Néphrologie
Dermatologie
Cancérologie

Meédecine Interne
Gastro-Entérologie
Gynécologie
Ophtalmologie

Pédiatrie

Maladies Infectieuses



Neurochirurgie
Biophysique
Médecine Interne
Ophtalmologie
Physiologie

Chirurgie Générale
Médecine Interne
Psychiatrie
Psychiatrie
Physiologie

Maladies Infectieuses
Maladies Infectieuses
Biophysique

ORL

Neurologie

M. Ndaraw NDOYE
M. Oumar NDOYE
M.  Abdoulaye POUYE
Mme Paule Aida NDOYE ROTH
M.  Abdoulaye SAMB
Mme Anne Aurore SANKALE
Mme Anna SARR
M. Doudou SARR
M. Amadou Makhtar SECK
M. Gora SECK
M. Moussa SEYDI

*M. Masserigne SOUMARE
Mme Hassanatou = TOURE SOW
M. Abdourahmane TALL
M. Alé THIAM

ASSISTANTS

M  Agaicha Tamolette AIFIDJA
M. Boubacar Samba DANKOKO
M. Abdoulaye Séga DIALLO
M. Alassane DIATTA
M. Dialo DIOP
M. Mamadou DIOP
M. Moctar DIOP
M. Saliou DIOP

Mme Awa Oumar TOURE FALL
Mme Mame Coumba GAYE FALL

M. EL Hadj Alioune
M. Ismaila

M. Kamadore

M Issa

LO
MBAYE
TOURE
WONE

Radiologie

Médecine Préventive
Histologie-Embryologie
Biochimie Médicale
Bactériologie-Virologie
Anatomie-Cancérologie
Histologie-Embryologie
Hématologie
Hématologie

Médecine Légale
Anatomie Organogenese
Médecine Légale
Médecine Préventive
Médecine Préventive

CHEFS DE CLINIQUE-ASSISTANTS
DES SERVICES UNIVERSITAIRES DES HOPITAUX
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M Mamadou COUME
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Anesthésie-Réanimation
Gynécologie-Obstétrique
Clinique Médicale I
Maladies Infectieuses
Maladies Infectieuses



M. Bay Karim DIALLO O.R.L

M. Saidou DIALLO : Rhumatologie

M. Babacar DIAO Urologie

M. Maboury DIAO Cardiologie

Mme Ramatoulaye DIAGNE Pédiatrie

M. Madieng DIENG Chirurgie Générale

*M. Mamadou Moustapha DIENG Cancérologie
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*M  Abdou NIANG Clinique Médicale/Néphrologie

Mme Suzanne Oumou NIANG Dermatologie

Mme Fatou Samba D. NDIAYE SENE Médecine Interne

Mme. Aida SYLLA Psychiatrie

M. Mamadou Habib THIAM Psychiatrie

Mme. Nafissatou Oumar TOURE Pneumo

M. Silly TOURE Stomatologie

M. Aissatou Magatte WANE Ophtalmologie

ATTACHES CHEFS DE CLINIQUE

M. Ansoumana DIATTA Pneumo
ATTACHES-ASSISTANTS

Mme. Nafissatou ~ NDIAYE BA Anatomie Pathologique
Melle .Fatou DIALLO Biochimie Médicale

Melle Mariéme Héléne DIAME Physiologie

M. Babacar FAYE Parasitologie

Melle Roughyatou KA Bactériologie

M. Papa NDIAYE Médecine Préventive

M. JeanMarc  Ndiaga NDOYE Anatomie

M. Ndéné Gaston SARR : Biochimie Médicale
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II. PHARMACIE

. Doudou
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Babacar
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PROFESSEURS TITULAIRES

BA Chimie Analytique et Toxicologie
BASSENE Pharmacognosie et Botanique
BOYE Bactériologie-Virologie

DIEYE Immunologie

FAYE Pharmacologie et Pharmacodynamie
LO Pharmacie Galénique

MBOUP Bactériologie-Virologie

NDIR Parasitologie

MAITRES DE CONFERENCES AGREGES

M. Mamadou

M. Mounirou
*M. Aynina

M. Balla Moussa

Mme Aissatou GAYE DIALLO
Mme Aminata SALL DIALLO

M. Pape Amadou
M. Amadou

Melle Issa Bella

*M. Amadou Moctar
M. Yérim Mbagnick
M. Modou

M. Bara

Mme Rita B.

M. Matar

M. Oumar
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BADIANE Chimie Thérapeutique
CISS Toxicologie
CISSE Biochimie Pharmaceutique
DAFFE Pharmacognosie
Bactériologie-Virologie
Physiologie Pharmaceutique
DIOP Biochimie Pharmaceutique
DIOUF Toxicologie
MAITRES-ASSISTANTS
BAH Parasitologie
DIEYE Pharmacologie et Pharmacodynamie
DIOP Chimie Analytique
LO Botanique
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NONGONIERMA  Pharmacognosie
SECK Pharmacie Chimique et Chimie Orga.
THIOUNE Pharmacie Galénique
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KANE
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NDOYE
NGOM

Physique Pharmaceutique
Botanique

Immunologie

Parasitologie

Immunologie

Pharmacie Galénique

Pharmacie Chimique Chimie Organique
Toxicologie

Bactériologie-Virologie

Physique Pharmaceutique

Chimie Analytique

Pharmacologie et Pharmacodynamie
Biochimie Pharmaceutique
Biochimie Pharmaceutique
Physiologie Pharmaceutique

Chimie Générale et Minérale
Pharmacologie et Pharmacodynamie
Chimie Physique

Pharmacognosie

Physiologie Pharmaceutique

Biochimie Pharmaceutique

Toxicologie

Physiologie Pharmaceutique

Physique Pharmaceutique

Pharmacie chimique et Chimie Organique
Pharmacie Galénique
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M. Ibrahima BA Pédodontie-Prévention
&Mme Ndioro NDIAYE Odontologie Préventive et Sociale

MAITRES DE CONFERENCES AGREGES
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M. Papa Demba DIALLO Parodontologie

Mme Charlotte FATY NDIAYE Chirurgie Buccale

M. Malick SEMBENE Parodontologie

MAITRES ASSISTANTS

Mme Khady DIOP BA Orthopédie Dento-Faciale

M. Daouda CISSE Odontologie Prév. et Sociale
*M. Falou DIAGNE Orthopédie Dento-Faciale

Mme Fatou DIOP Pédodontie-Prévention

Melle Fatou GAYE Odontologie Cons. Endodontie

M. Abdoul Wahab KANE Odontologie Cons. Endodontie
*M. Mohamed Talla SECK Prothése Dentaire

Mme Soukéye DIA TINE Chirurgie Buccale

M. Abdoul Aziz YAM Pédodontie-Prévention

ASSISTANTS

M. Abdou BA Chirurgie Buccale

Mme Aissatou = TAMBA BA Pédodontie-Prévention

M  Henri Michel BENOIST Parodontologie

M. Daouda CISSE Odontologie Prév. Sociale

Mme Adam Marie A.SECK DIALLO - Parodontologie

*M. Lambane DIENG Prothése Dentaire

M. Babacar FAYE Odontologie Cons. Endodontie

M. Daouda FAYE Odontologie Prév. et Sociale

M. Malick FAYE Pédodontie

M. Cheikh MouhamadouM. LO Odontologie Prév. Sociale
*M. Malick MBAYE Odontologie Cons. Endodontie

M. Edmond NABHANE Prothése Dentaire

M. Cheikh NDIAYE Prothése Dentaire



Mme Farimata youga

M. Babacar
M.  Said Nour
M. Abdoulaye
M. Alpha

M. Oumar Harouna

* Associé

DIENG SARR
TOURE
TOURE

ATTACHES

DIOUF
KOUNTA
SALL

Matiéres Fondamentales
Odontologie Cons. Endodontie
Prothése Dentaire

Parodontologie
Chirurgie Buccale
Matiéres Fondamentales




IN MEMORIUM

* A MA GRAND-MERE MAME MANE DIAW

J’aurai tant aimé te voir vivre ce jour solennel, mais nul ne peut
s’opposer a la volonté divine. Loin de toi, tu restes toujours présente dans
mes penseées et prieres.

Aujourd’hui, les mots manquent pour t’affirmer une fois encore
notre infinie gratitude, notre admiration et notre profond amour.

Que Dieu Le tout puissant t’accorde son Infinie Miséricorde et son
Eternel Paradis. Amen.

* A MON GRAND-PERE MALICK SOW ( THIES )

* A MON GRAND-PERE MOMO SOUMAH

A MA GRAND-MERE SIRE FATOU CAMARA

Profonde affection pour elle.

A MA MERE FATOU SOW
11 est difficile de trouver les mots exacts pour te formuler ma
profonde gratitude. Cette thése est le fruit de tes innombrables sacrifices
et t’est particuliérement dédiée. .
Durant toute ta vie, nous avons €té ta constante et unique
préoccupation.
Que Dieu t’accorde longue vie et santé pour que tu puisses savourer

le fruit de ce travail.




A& MON PERE ALBERT ALBATY SOUMAH
Tout ceci est le résultat de tant d’efforts que vous avez consentis
pour nous. Vous n’avez ménagez aucun effort pour notre éducation et
réussite. A mon nom tous tes enfants te souhaitent une bonne santé et une
longue vie.

Merci pour tout.

A MES TANTES ET ONCLES
Mame Ndack, Yaya SOUMAH, [ssa FALL, Amadou, Mbaye NIANG,
Moustapha, Ndiassé, Ablaye et Pape Niang.

A TES GRANDES S(EURS MIMI, MAME BOYE ET SIRE
Sans votre soutien, Je ne saurai parvenir a ce résultat. Recevez a
travers ces lignes toute I’affection et I’estime que je vous porte. Puissions
nous rester toujours unis ,solidaires dans la vie et fidéle a 1’éducation de

nos chers parents. Ce travail est aussi le votre.

A MES BEAUX-FRERES ABABACAR GUEYE, TIDIANE COULIBALY, ABDOUL AZIZ
SALL
A travers ces lignes, je vous témoigne mes sentiments de profonde estime

et ma sincére reconnaissance.

A MON GRAND FRERE MOMODOU SOUMAH
Ta modestie et ta grande rigueur dans le travail ont attiré I’attention de

tous ceux qui vous cotoient. Sois éternellement assuré de ma reconnaissance.



A MON GRAND FRERE MALICK SOUMAH ET A. ROKHAYATOU BA
Ton abord facile, ton humilité et I’étendue de tes connaissances en
chimie et physique mérite admiration. Si j’ai réussi @ mes études
universitaires, ¢’est grace a votre soutien.

Merci de m’avoir fait confiance.

A& MON GRAND FRERE IBOU ET SA FEMME NAFI BADJI
Tu es pour moi un exemple et une fierté.

Tous mes souhaits de bonheur familial et de succes professionnel.

A MA S(EUR CHERIE MAMY SOUMAH ET A SAMBA DIALLO
En souvenir des moments passés ensemble a la cité Claudel.
Je te souhaite par la méme occasion courage et réussite dans la vie

professionnelle.

A MES S(EUR ET FRERE AMINATA ET IDRISSA YAYA

Je vous invite surtout a la persévérance.

A TONTON ABDOUL YORO NDIAYE ET A SA FEMME

Bel exemple humain de loyauté, de dignité et de bonté pure, vous avez su
étre pour mes fréres, sceurs et moi un conseiller exemplaire.

A travers ces lignes, recevez tout I’estime et I’attachement que je vous

porte. Puisse Allah vous donner longue vie et bonne sant€.

A ASSANE NDOYE
Pour ton soutien permanent dans 1’aboutissement de ce travail.

Trouve ici toute mon affection.



& OMAR KAIRE

Soyez remercié pour tous vos conseils et enseignements.
A MES NEVEUX ET NIECES POUPEE SALL, IBOU SALL, YA FATOU, BEBE GAYE,
AMADOU, MAME NGONE, ABDOURAHMANE, OUMOU, MAMINETTE, AMATH, IBOU

DOUDOU ET PAPE ALIOUNE NDIAYE.

A MES AMIS ISSA FALL, ABLAYE FALL, DOUDOU FALL, ABLAYE NDOYE, FARBA,
THIANE KANE, DIARIETOU, MAMADOU BA, SAMBA DIALLO ET BINETA DIALLO.

A TOUTE LA PROMOTION 2001-2002
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A tout le personnel du laboratoire de Bactériologie-virologie HALD
A Guet DIALLO, Amy GUEYE, Assane FAYE, Babacar GNINGUE,

Diégane FAYE

Au personnel du laboratoire de Bactériologie expérimentale de I'IP
A GUEYE et a Vincent.

A toute la famille Coulibaly a Bopp.
A Abdoul Aziz SALL, professeur au lycée JFK.

A tous ceux qui de prés ou de loin ont participé a la réalisation de ce manuel.



A& NOS
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A NOTRE MAITRE ET PRESIDENT DE JURY
MONSIEUR LE PROFESSEUR OMAR NDIR

Vous avez spontanément accepté de siéger-dans ce jury de thése et
d’apporter votre contribution a ce modeste travail.

Vos qualités intellectuelles, votre esprit critique, votre disponibilité
et votre cordialité nous laisse le souvenir d’un maitre exemplaire.

Veuillez accepter I’expression de notre haute considération.

A NOTRE MAITRE ET JUGE
MONSIEUR LE PROFESSEUR MAMADOU BADIANE

Nous sommes particulierement sensibles a I’honneur que vous nous
faites en acceptant de juger ce travail.

Votre engagement sans réserve au profit de la qualité de vos
enseignements nous a davantage fait aimer la thérapeutique. Pendant
toutes ces années, nous avons été touchés par votre grande réceptivité
envers les étudiants qui vous témoignent pendant longtemps leur
reconnaissance. '

Trouvez ici I’expression de notre grande estime.




A NOTRE MAITRE ET DIRECTEUR DE THESE
MONSIEUR LE PROFESSEUR CHEIKH SAAD BOUH BOYE

Nous sommes trés honorés de la confiance que vous avez placée en nous
pour nous avoir proposés ce sujet de these.
Votre abord facile, sans protocole p_articu]ier, votre courtoisie, votre
humilité et I’étendue de vos connaissances méritent 1’admiration.

Soyez assuré, trés cher professeur, de notre profonde gratitude.

Trouvez ici I’assurance de nos sincéres remerciements.

& NOTRE MAITRE ET JUGE
MONSIEUR LE PROFESSEUR BERNARD MARCEL DIOP

C’est un grand honneur que vous nous faites en acceptant d’étre
parmi nos juges.

Nous avons toujours été séduits par votre haute qualité humaine et
didactique. La simplicité avec laquelle vous avez accepté de juger ce
travail nous a profondément touchée.

Nous vous remercions de la bienveillance et de I’extréme indulgence dont

vous avez toujours fait preuve a notre égard et notre entourage




« Par délibération, la faculté a arrété que les opinions émises
dans les dissertations qui lui sont présentées, doivent étre
considérées comme propres a leurs auteurs et qu’elle n’entend

leur donner aucune approbation ni improbation »




PLAN

INTRODUCTION

PREMIERE PARTIE : GENERALITES
I- Caracteres généraux des streptocoques
1I- Taxonomie
I11- Identification
I1I-1- Caracteres morphologiques
I1I-2- Caracteres culturaux
I1I-3- Caractéres antigéniques
[11-4- Caracteres biochimiques
IV- Sensibilité aux antibiotiques
V- Caracteres de Streptococcus pyogenes
V-1- Historique
V-2- La bactérie
V-2-1- Constituants somatiques
V-2-2- Produits extracellulaires
V-2-3- Identification microbiologique ou caractéres
morphologiques
VI- Epidémiologie
VII- Manifestations cliniques
VIII- Rappel sur les antibiotiques
VIII-1- Définition d’un antibiotique
VIII-2- Classification des antibiotiques testés
VIII-2-1- Les béta-lactamines
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VIII-2-2- Les macrolides
VIII-2-3- Les kétolides
VIII-2-4- Les lincosamides
VIII-2-5- Les fluoroquinolones
VIII-2-6- Les cyclines

DEUXIEME PARTIE : TRAVAIL PERSONNEL

I- Cadre de I’étude
II- Matériel et réactifs
II-1- Matériel utilisé pour les prélévements
[1-2- Matériel utilisé pour I’isolement
11-3- Matériel pour I’identification
11-4- Matériel pour I’antibiogramme
II-5- Matériel pour la conservation des souches
[1-6- Préparation des milieux de culture
III- Méthodes
I1I-1- Modalités de prélevements
I11-2- Technique de I’examen bactériologique
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INTRODUCTION




Les nombreuses études sur les souches streptococciques en particulier
celles des streptocoques du groupe A se justifient par la grande place qu’elles
occupent en pathologie infectieuse humaine et vétérinaire tant par la gravité et la
fréquence que par les complications dont elles sont responsables.

Dans ce groupe A, Streptococcus pyogenes représente le type méme de bactérie
pathogéne chez I’homme et est responsable de nombreuses infections aigués
dont certaines lui sont spécifiques ( angine ).

Cependant face a I’augmentation du nombre de Streptococcus pyogenes
retrouvés dans les isolements de produits pathologiques d’origine
rhinopharyngée, la nécessité d’une utilisation d’antibactériens, tels que les
antibiotiques s’avére indispensable.

Ainsi, depuis leur usage en thérapeutique, la sensibilité de certaines
bactéries a beaucoup évolué de sorte que la proportion de souches résistantes est
importante.

Outre le siége de I’infection, I’identité et la sensibilité de la bactérie
responsable doivent étre connues pour un bon choix d’antibiotiques.

Le but de ce travail est I’étude de la sensibilité des souches de
streptocoques isolées a partir de produits pathologiques de maniére a faire un
choix judicieux d’antibiotiques éradiquant le maximum de bactéries et aussi a
déceler les molécules révélant une résistance.

Deux molécules sont particuliérement visées dans cette étude a savoir la

télithromycine et la lévofloxacine.




PREMIERE PARTIE :
GENERALITES




I- Caractéres généraux des streptocoques

Les streptocoques sont des cocci a2 Gram positif groupés en paire ou en
chainettes, de longueur variable, catalase négative, aéro-anaérobies facultatifs, a

métabolisme fermentaire.
I1I- Taxonomie

Leur position taxonomique a évolué depuis la derniére édition du
Bergey’s Manual de 1996 dans laquelle hardie décrivait le genre Streptococcus.
Les techniques de biologie moléculaire ont permis a Schleifer et Kilpper-Balz (
93 ) de proposer I’éclatement du genre Streptococcus en genres Streptococcus,
Enterococcus et Lactococcus.

Les espéces commensales ou pathogénes rencontrées chez 1’homme ou

’animal se retrouvent dans les premiers genres.

I11- Identification

Les Streptocoques autres que S. pyogenes, S. agalactiae, entérocoques et
streptocoques du groupe D comportent une diversité d’espéces pathogénes chez
’homme et chez I’animal. Ces différentes espéces ne peuvent pas €tre reconnues
sur leur sérogroupe, car un méme sérogroupe peut étre retrouvé dans des especes
différentes, ni sur leur caractére hémolytique , car une méme espéce peut avoir
des propriétés hémolytiques variables.

Les progres de la biologie moléculaire ont permis de comparer le matériel
génétique des bactéries et de ne pas les classer sur une similitude phénotypique.

Une homologie de séquence d’ ADN supérieure ou égale a 70 % est requise pour

définir une espéce.




En pratique, I’identification d’une espéce repose sur I’étude d’un
ensemble de caractéres morphologiques, culturaux, antigéniques et
biochimiques.

I11-1- Caractéres morphologiques

Ce sont des cocci a Gram positif, en chainettes plus ou moins longues (
figure 1 ). Un halo clair entourant les cocci et correspondant a une capsule peut

étre observé chez Streptococcus pneumoniae.

Figure 1: Aspect des streptocoques au Gram ( 68 )

I11-2- Caractéres culturaux

Les caractéristiques de la croissance orientent le diagnostic : aéro-
anaérobies facultatifs, ils ne possédent ni catalase, ni cytochrome oxydase. Leurs

exigences de culture sont complexes ( vitamines, acides aminés, bases puriques

-.\




et pyrimidiques ). Le milieu de choix est la gélose au sang et I’optimum
thermique est 37 °C. La culture a des températures d’incubation inférieure ou
supérieure pemiet la différenciation avec les genres Lactococcus et
Enterococcus. La présence de CO, ou I’atmosphére anaérobie sont pour
certaines especes indispensables a la primoculture. La tolérance aux
concentrations salines élevées est caractéristique du genre Enterococcus, dont
les especes sont par ailleurs moins exigeantes.

L’aspect des colonies sur gélose au sang est un critére important dans
I’identification : leur taille est petite ; leur action sur les hématies peut étre de
trois types :

- destruction totale des globules rouges : hémolyse béta

- transformation de I’hémoglobine en méthémoglobine se traduisant par un

halo de verdissement caractérisant I’hémolyse de type alpha ;

- pas de modification des hématies : hémolyse gamma

Les streptocoques donnant ces deux derniers types d’hémolyse sont appelés

streptocoques viridans.

III-3- Caractéres antigéniques

La classification sérologique de Lancefield permet la reconnaissance des
groupes A a H et L a U. L’antigéne spécifique est le polyoside C, sauf pour les
groupes D et N ( acide teichoique ).

La subdivision en types de certaines espéces est basée sur la spécificité de
la protéine M. La recherche a un intérét épidémiologique et physiopathologique.

La spécificité des polysaccharides capsulaires permet le typage
sérologique de S. agalactiae et S. pneumoniae. La recherche de ces
polysaccharides a I’aide d’antisérums spécifiques peut étre une aide au

diagnostic ( recherche d’antigenes solubles ).




I11-4- Caractéres biochimiques

La recherche d’enzymes spécifiques a I’aide de divers substrats permet de

definir des profils biochimiques qui caractérisent les espéces.

La classification des streptocoques en différentes espéces est donnée dans

le tableau 1.

Tableau I : classification des streptocoques ( 68 )

Groupe de
Espéces Hémolyse | Lancefield Hote Habitat
Streptocoques pyogéenes
S. pyogenes B A Homme Rhinopharynx, peau,
(animalt) intestin
S. agalactiae B Homme(animal) | Vagin
S. equi subsp B Animal
Zoo
epidimicus
S. dysgalactiae |j C Animal
S. equisimilis  |NH C,Goul Animal
S. canis B CouG Animal
S. intestinalis | G Animal
S. porcinus B G oung Animal
S. uberis B E,P,UVouG |Animal
S. paraubefis NH ng Animal
S. iniae B ng Animal
S. B ng Animal
hyointestinalis
Streptocoques du groupe D




S. bovis NH D oung Homme(animal) | Intestin

S. equinus NH D oung Animal

S. alactolyticus |NH D ou ng Animal

Streptocoques oraux

S. gordoni NH H oung Homme (animal) | Rhinopharynx

S. sanguis NH H ou ng Homme (animal) |Rhinopharynx

S. parasanguis |NH F ou ng Homme (animal) |Rhinopharynx

S. mitis NH KO ou ng Homme(animal) | Rhinopharynx

S. oralis NH ng Homme (animal) | Rhinopharynx

S. adiaoens NH ng Homme (animal) | Rhinopharynx

S. defectivus NH H ou ng Homme (animal) | Rhinopharynx
'S. pneumoniae |NH ng (substance | Homme (animal) |Rhinopharynx

0

S. anginosus NH ACFGoung |Homme (animal) |Rhinopharynx, intestin
S. constellatus |NH ACFGoung |Homme Rhinopharynx, intestin
S. intermedius |NH ng Homme Rhinopharynx, intestin
S. mutans NH E ou ng Homme Dents

S. rattus NH ng Animal

S. cricetus NH ng Animal

S. sobrinus NH ng Animal

S. ferus NH ng Animal

S. maracae NH ng Animal

S. doronei NH ng Animal

S. salivarius NH HK ou ng Homme (animal) | Rhinopharynx

S. thermophilus |NH ng Homme (animal) | Rhinopharynx

S. vestibularis |NH ng Homme (animal) | Rhinopharynx

Autres streptocoques

S. acidominimus | NH ng Homme (animal) | Rhinopharynx

S. suis D,R, S, RS Animal

ouT

'NH : Non hémolytique

ng : non groupable




IV- Sensibilité aux antibiotiques

Les streptocoques et entérocoques présentent une résistance naturelle aux
polymixines et a I’acide nalidixique. L’adjonction de ces antibiotiques aux
milieux de culture permet de les rendre sélectifs et favorise 1’ isolement de ces
germes a partir des prélévements plurimicrobiens.

Les streptocoques et entérocoques sont d’autre part naturellement
résistants aux aminoglycosides en raison d’une absence de mécanisme de
transport. Cette résistance est de bas niveau. Par contre, I’association d’un
aminoglycoside a un antibiotique actif sur la paroi est synergique.

Des résistances acquises peuvent apparaitre chez les streptocoques et
entérocoques. Elles concernent la plupart des familles d’antibiotiques. Cette
résistance acquise est le fait de mutation chromosomique ou de I’acquisition de

matériel génétique.

V- Caractéres de Streptococcus pyogenes

V-1- Historique

Dés la fin du siécle dernier, les streptocoques étaient reconnus
responsables d’érysipéle, d’infections de plaies et d’infections puerpérales.

En 1884, Rosenbach créait I’appellation de Streptococcus pyogenes.
S. pyogenes, streptocoque béta-hémolytique du groupe A, représente le type
méme de bactérie pathogéne chez I’homme. 1l est responsable d’infections
diverses et de gravité variable ( 109 ). Cette diversité clinique et évolutive
exprime la multiplicité des facteurs de virulence sécrétés par la bactérie. S
pyogenes est également responsable de deux pathologies non suppuratives :

glomérulonéphrite aigué et surtout rhumatisme articulaire aigu ( RAA).




Bien que depuis I’avenement de la pénicilline , les infections
streptococciques aient beaucoup perdu de leur gravité et de leur fréquence dans
les pays industrialisés, des cas de RAA et d’infections graves a S. pyogenes
étaient réapparus depuis la fin des années 1980, aussi bien aux Etats Unis qu ‘en
Europe ( 58 ).

V-2- La bactérie

S. pyogenes se différencie des autres streptocoques par les caracteéres
biochimiques et antigéniques du polysaccharide de sa paroi qui est un dimere de
rhamnose et N-acétyl-glucosamine. Un grand nombre de constituants
somatiques et de produits extracellulaires rendent compte de la virulence de la

bactérie.

V-2-1- Constituants somatiques ( figure 2 )

- La protéine M est le principal facteur de virulence : les bactéries riches
en protéine M résistent a la phagocytose et se multiplient rapidement dans
le sang. Les variations antigéniques de cette protéine sont a I’origine des
sérotypes : plus de 80 sérotypes ont ainsi été reconnus. Des études
récentes ont permis de préciser la structure et les fonctions de cette

protéine ( 42 ).



|
»m ] Extrémité C-termmole

2 Lia protéine M {figure )
adapiée d'aprés réfé-
rence [*]). _

{H
2

Figure 2: Structure de la protéine M ( 68 )

Certains sérotypes sont plus souvent responsables d’infections graves ou
de manifestations post-streptococciques. La production par génie
génétique des protéines M définissant ces sérotypes laisse entrevoir la
possibilité de vaccins contre les sérotypes de streptocoques les plus
dangereux pour I’homme ( 14 ).

- Une capsule d’acide hyaluronique entoure la paroi du streptocoque.

Comme la protéine M, elle exerce un effet antiphagocytaire. Les colonies
- \‘\"
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bactéries entourées d’une volumineuse capsule prennent un aspect

mucoide sur gélose au sang. Les souches mucoides de S. pyogenes riche

en protéine M sont a I’origine d’infections séveéres et contagieuses.

L’acide lipotéichoique de la paroi joue un rle déterminant dans
I’interaction hote-bactérie au niveau de I’étape initiale de la colonisation. Il
représente une adhésion permettant a la bactérie de se fixer sur la fibronectine
qui recouvre les cellules épithéliales de la cavité buccale ( 10 ).

S. pyogenes exprime a sa surface une variété d’autres facteurs dont

le role pathogeéne reste mal connu. Parmi eux, une lipoprotéinase et un récepteur
pour le Fc des IgG ou des IgA, retrouvés en proportions variables selon I’origine

cutanée ou pharyngée du streptocoque ( 13 ).

V-2-2- Produits extracellulaires

S. pyogenes synthétise un grand nombre de toxines extracellulaires ( 111
). Parmi celles-ci, la streptolysine O, La désoxyribonucléase B et la
hyaluronidase induisent la production d’anticorps qui permettent un diagnostic
d’infection récente a S. pyogenes.

S. pyogenes produit deux hémolysines qui sont des toxines cytolytiques :
les streptolysines O et S. La streptolysine O fait partie de la famille des
cytolysines labiles en présence d’oxygéne ( d’ou le « O » ), produites par les
bactéries a Gram positif comme le pneumocoque, certaines clostridies et Listeria
monocytogenes. Cette toxine lyse les membranes cellulaires des érythrocytes,
mais aussi d’une grande variété de cellules de mammiferes dont les
polynucl€éaires et les plaquettes. Le cholestérol des membranes cellulaires
représente le site de fixation de la toxine.

La streptolysine S est produite par le streptocoque en présence de sérum
(d’oule « S »). Comme la précédente, cette toxine lyse une grande variété de

membranes cellulaires y compris celles des protoplastes bactériens
o S
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(contrairement a la streptolysine O ). Elle n’est pas labile en présence d’oxygéne
et est responsable de I’hémolyse observée suf gélose au sang. La streptolysine S
n’est pas immunogéne. La majorité des souches produit les deux hémolysines,
rarement une seule, voire aucune ( 111 ).

D’autres produits extracellulaires pourraient faciliter I’ invasivité de S.
pyogenes. Les plus importantes sont les désoxyribonucléases A, B, C et D, la

hyaluronidase et la streptokinase.

V-2-3- Identification microbiologique ou caractéres

morphologiques

S. pyogenes présente la morphologie classique des streptocoques : cocci a
Gram positif, groupés en chainettes plus ou moins longues. 1l cultive en 24
heures sur gélose au sang a 5 %, en donnant des colonies opaques de 2 mm de
diameétre, entourées d’une zone d’hémolyse compléte ( béta ) et large ( 2 a 4 fois
la taille de la colonie ). Certaines propriétés culturales et métaboliques
permettent son identification ; la sensibilité a la bacitracine ( disque a 0,04 U ),
la résistance a I’optochine, la résistance au cotrimoxazole observée sur gélose
trypticase soja au sang de mouton, 1’absence de culture en milieu salé, I’absence
d’hydrolyse de I’esculine, la positivité de I’hydrolyse de la L-pyrrolidinyl-béta-
naphtylamide sont caractéristiques de cette espece.

L’appartenance au sérogroupe A de Lancefield est un élément essentiel de
I’identification de S. pyogenes. L’agglutination de particules de latex
recouvertes d’anticorps spécifiques du polyoside A permet de déterminer le
sérogroupe a partir des cultures ou directement a partir d’un prélévement
pharyngeé.

Comme caracteres culturaux, le streptocoque A présente des exigences
nutritives complexes. Son isolement se pratique sur gélose au sang de cheval ou

de mouton et les colonies de streptocoque A sont entourées d’une grande zone

e
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d’hémolyse totale de type béta. Toutefois, I’appellation « streptocoque

hémolytique » ne peut étre considérée comme synonyme de groupe A.
VI- Epidémiologie

Le principal réservoir de S. pyogenes est nasal et pharyngé. Cette bactérie
est retrouvée dans al gorge a I’état de simple portage chez 15 a 25 % des
enfants, moins fréquemment chez I’adulte ( 15 ). La peau saine ne représente pas
un réservoir important de S. pyogenes. ; par contre, le germe peut étre retrouvé
au niveau de dermatoses ( 71 ). Une autre source est anale ou vaginale ( 110 ).
L’environnement ( habits, literie, etc. ) pourrait également représenter un
réservoir potentiel mais dont le r6le épidémiologique reste mineur (). La
transmission du streptocoque est le plus souvent interhumaine directe, favorisée
par la promiscuité, ce qui explique la survenue d’épidémies dans des
collectivités d’enfants ou de militaires.

Une transmission digestive a pu étre responsable d’épidémies d’angines
streptococciques d’origine alimentaire ( 22 ). La transmission aérienne par
pollution de I’air ambiant a été responsable d’infections nosocomiales, de plaies
chirurgicales, telle une épidémie ou le réservoir de streptocoque était représenté
par des Iésions psoriasiques du cuir chevelu d’une personne transitant dans la

salle d’opération ( 71 ).

VII-Manifestations cliniques

S. pyogenes est a I’origine d’infections diverses telles que :
- otites moyennes aigués et chroniques
- infections respiratoires hautes et basses
- sinusites

- bronchites
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- infections de la peau et des tissus mous
- infections ostéo-articulaires, etc.
. Angine streptococcique
Les angines a streptocoque béta-hémolytique A dominent la question
depuis 40 ans non du fait de leur fréquence — 10 a 20 % des cas chez I’adulte,
Jusqu’a 50 % des cas chez I’enfant — mais a cause du souvenir des complications
cardiaques rhumatismales ( 6 ).
L’affection touche principalement les enfants de 5 a 15 ans sans
prédilection de sexe avec un pic de fréquence en saison froide.
e Infections aigués non spécifiques
Il entraine de nombreuses infections cutanées ( surinfections d’eczéma, de
plaies et de brilures ), ainsi que des vaginites, salpingites, phlegmons,
abceés, otites, adénites, pouvant entrainer une septicémie ou une méningite.
e Infections aigués spécifiques
L’érysipele et la scarlatine sont deux infections aigués spécifiques des
streptocoques du groupe A, qui s’accompagnent de manifestations
infectieuses générales. Cependant les streptocoques du groupe C et G
auraient été isolés de cas de scarlatine.
e Complications post-streptococciques
Des épidémies limitées de rhumatisme articulaire aigu ou de
glomérulonéphrite aigué surviennent au décours de certaines épidémies
d’infections a streptocoque A ( exceptionnellement a streptocoque C ou G
pour le RAA ). La chorée de Sydenham ainsi que I’érythéme noueux post-

streptococcique sont également des manifestations secondaires.

VI11- Rappel sur les antibiotiques ( 30, 45, 85, 87 )

VIII-1- Définition d’un antibiotique
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En bactériologie médicale, une définition plus large est retenue :

Les antibiotiques sont des composés chimiques élaborés par un micro-
organisme ou produit par synthése et dont I’activité spécifique se manifeste a
dose faible sur les micro-organismes ( 95 ).

Les antibiotiques utilisables en thérapeutique sont trés nombreux et ils sont
regroupés en familles selon leur structure chimique. Chaque antibiotique est
caractérisé par son spectre d’activité qui correspond aux différentes espéces
bactériennes susceptibles d’étre sensibles a son action. Selon les antibiotiques, le

spectre est limité ou large.

VI111-2- Classification des antibiotiques testés

VIII-2-1- Les béta-lactamines ( 68, 103 )

Ils constituent une grande famille d’antibiotiques, la plus importante par le
nombre et la diversité des molécules utilisables, par ses indications, les plus
larges qui puissent étre attribuées a une famille d’antibiotiques, en raison des
propriétés pharmacologiques et du spectre car rares sont les especes bactériennes
qui échappent a I’une ou I’autre des molécules.

Toutes les béta-lactamines disposent d’une structure commune, le cycle
béta-lactame ( hétérocycle a cinq atomes ) formant I’acide 6-amino-
pénicillanique ( 6-APA ) pour les pénicillines, le noyau 7-amino-
céphalosporanique ( 7-ACA ) pour les céphalosporines. Avec 1’addition de
radicaux variés, a été réalisée la constitution de nombreuses molécules.

Parmi les béta-lactamines, sont distingués :

- Pénames
e pénicillines du groupe 1 :
pénicilline G ( injectable IM —1V')
benzylpénicilline sodique

W
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benzylpénicilline potassique
e pénicillines du groupe II
e pénicilline du groupe III
e carboxybenzylpénicilline
e associations avec inhibiteurs de béta-lactamases
- Carbapénemes
- Inhibiteurs de béta-lactamases
- Monobactames
- Céphémes
e céphalosporines proprement dites
e céphamycines
e oxa-céphemes
e carba-céphemes
Parmi les molécules citées ci-dessus, seule la pénicilline G a été testée
dans notre étude.
Parmi les espéces habituellement sensibles, est noté Streptococcus
pyogenes, espéce pathogene pour chez I’homme.
I Elle est indiquée dans les infections dues aux germes sensibles,
notamment dans les manifestations respiratoires, ORL, cutanées, etc.
Les béta-lactamines inhibent en général la synthése du peptidoglycane,
| constituant de la bactérie. La synthese de cette paroi peut étre schématisée en
trois étapes :
- la premiére aboutit a la formation de I’unité de base UDP-acétyl-muramyl
pentapeptide et se déroule a I’intérieur de la cellule.
- La seconde permet le passage par un systémé de transporteurs lipidiques a
I’intérieur de la membrane cytoplasmique de ce glucopentapeptide et de la

formation de liaisons covalentes avec les éléments pré-existants de la

paroi.
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- La troisieme aboutit a une réaction de transpeptidaton qui permet la
formation de ponts peptidiques entre les chaines latérales pentapeptidiues
des molécules linéaires du peptidoglycane formé.

C’est cette derniére étape qui est inhibée par les béta-lactamines. Une
transpeptidase permet la séparation de la derniére D-alanine et la liaison de la
précédente a la glycine terminale de la chaine latérale du pentapeptide voisin. En
présence de pénicilline, cette réaction ne se fait pas. Une accumulation de
matériel fibreux, visible se produit dans la zone de croissance de la bactérie, qui
pourrait correspondre au peptidoglycane linéaire. En fait, trés rapidement, a été
apercue que I’inhibition de la synthese de la paroi peut étre traduite par la mort,
suivie de I lyse de la bactérie. C’est ainsi que le comportement des souches de
streptocoques A vis-a-vis de la pénicilline G a été confirmé par la littéraure.

La pénicilline G occupe une place réelle dans la thérapie depuis son
insertion dans le marché et a été indiquée en premicre intention en I’absence de

toutes manifestations allergiques.

VIII-2-2- Les macrolides ( 27, 52, 61, 63, 64, 84, 100, 101 )

La famille des macrolides forme une classe d’antibiotiques assez
homogéne sur le plan de la structure et du spectre antibactérien.

Elle comprend une vingtaine de molécules lipophiles caractérisées par un
noyau central lactonique composé de 12 a 16 atomes avec peu ou pas de doubles
liaisons et pas d’azote endocyclique. Un ou plusieurs sucres aminés et/ou
neutres sont fixés par des liaisons alpha ou béta-glycosidiques sur I’aglycone.

Les macrolides ont pour chef de file I’érythromycine, isolée en 1952 de
Streptomjzces erythreus.

Avant 1990, I’érythromycine était bien établie comme antibiotique
efficace dans le traitement des infections causées par des germes Gram positif

ou des cocci Gram négatif.

g
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Elle est prescrite comme antibiotique de second choix aux patients
allergiques aux pénicillines et a ses dérivés, en cas de contre-indication aux
tétracyclines et énﬁn, aux patients ambulatoires souffrant d’infections
respiratoires, cutanées, etc.

Parmi la vingtaine de molécules que compose cette famille, seule
I’érythromycine a été testée dans cette étude.

C’est un antibiotique inhibiteur bactériostatique de la synthese protéique.
Elle se lie au ribosome 70S et plus précisément a leur fraction ou sous-unité
50S. Elle inhibe également la synthése des protéines ARN-dépendantes et
bloque le site P. Son efficacité thérapeutique dépend essentiellement du temps
pendant lequel la concentration en antibiotique au site d’infection reste supérieur
a la CML. Son activité est également augmentée a pH alcalin, car sa pénétration
a travers la paroi bactérienne est la meilleure lorsqu’elle est non ionisée. La
fonction aminée sur un sucre ( désosamine ) lui confére un caractere basique

responsable de son accumulation cellulaire entrainant ainsi la mort des bactéries.

VIII-2-3- Les kétolides ( 21, 92)

L’émergence de souches de Streptococcus pneumoniae et de
Streptococcus pyogenes résistantes a I’érythromycine A pour conséquence
I’hémisynthése de nouveaux dérivés de type macrolide qui permettent de
contourner I’inactivité de I’érythromycine A et de ses dérivés.

Les kétolides sont des dérivés obtenus par hémisynthése a partir de
I’érythromycine A, qui se caractérisent par I’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.

Un dérivé est actuellement en développement : HMR 3647. Il se
caractérise par sa chaine carbamate substituée en C11-C12. L’absence de L-

cladinose est responsable de la grande stabilité en milieu acide ( 100 %

.
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d’activité en milieu acide, pH 1 ), de son activité sur les souches résistantes a
I’érythromycine A par un mécanisme de type MLSg inductible et de 1’absence
d’induction d’une résistance pour Jes autres macrolides.

La télithromycine incluse dans cette famille des kétolides est I’unique
molécule testée malgré le large spectre antibactérien des HMR 3647.

I1 inhibe la synthése des protéines en agissant au niveau des domaines II et
V des ribosomes, contrairement a I’érythromycine A qui n’agit qu’au niveau
d’un seul domaine.

Elle agit sur le ribosome :

- soit par inhibition de la synthése protéique : la peptidyl transférase de la
fraction ribosomale de I’ARN 23S constitue la cible de la télithromycine (
ainsi que celle de I’érythromycine ).

- soit par une déplétion ribosomale au niveau des deux sous-unités 30S et
50S ( seulement 50S pour I’érythromycine ).

Ces données ont été confirmées par plusieurs publications qui rapportent que
la télithromycine manifeste une haute activité thérapeutique dans diverses
infections induites par des germes autres que Streptococcus pyogenes.

I1 convient également de noter que I’efficacité de la télithromycine s’explique
par sa structure moléculaire ( C43HgsNsOyo ) de poids moléculaire 812,03
possédant ainsi :

- une fonction 3-céto qui entraine une non-induction de la molécule MLS et

est active sur les cocci a Gram positif possédant le géne erm.

- Une fonction 6-méthoxy qui évite I’inactivation de la fonction 3-céto.

- Une chaine C;-C;, carbamate ( ) qui augmente I’affinité pour les
ribosomes, améliore I’activité antibactérienne sur les bactéries a Gram

positif et aussi diminue I’impact de la résistance par efflux.
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Télithromycine : Relations Structure Activité
Chaine C11-C12 carbamate

Chaine latérale
® Augmente |'aMnite pour les cibies noosomales
®  Améliore 'activité antibactérienne sur les

N ﬂ Butyl- Imidazolyl-
bactéries 3 Gram positif (/ 7& /) pyridinyl
®  Diminue l'mpact de | résistance pareffux _/ N

Fonction 6-méthoxy

___r— Evite I'inactivation
L—+"  delafonction 3-keto
OCH,

'

//f
iy ‘q? D-désosamine
O

OH

Fonction 3-keto rad N

H
® Non induction de la résistance MLS, ‘.L_
® Aclivité sur ies coccl @ Gram positif possédant le géne erm

C43 H64 N5 010
PM: 812,03

Qo

Rer. - (1) Bryskier A. Clin. Infect Dis, 1998 , 27 ; 865-83; (2) Leclercq R. el coll, Clin. Migroblol. Infect. 2007,
7 Sup. 3 18-23; (3) Douthwaite S. et coll. Mal. Microbiol 2000, 36 - 183-92

Schéma 1: structure de la télithromycine ( 21 )

Télithromycine: mécanisme d'action (1)
Action sur le ribosome bactérien

» Inhibition de la synthése des protéines

Cible de I*érythromycine A et
de la télithromycine :
Peptidyl transférase

de la fraction ribosomale de
I‘ARN 23S

.
508
Sous-unité

Réf. : Diapo. Bryskier A. d'aprés Hansen L.H.et coll. Mot.Microbiclogy 1999 , 31 : 623-31
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Télithromycine: mécanisme d‘action (2)
Déplétion ribosomale

Normalement
— @ + ()~

Erythromycine A

1 3 808\

Déplétion ribosomale
Télithromycine bactérienne
o 00
00 + o0
(0]

Ref. : Diapo. Bryskier A. présentation FDA 2001 d'apres Champney W.S. et coll. :
Current Microbiology 2001.42 : 203-210

Schéma 2: Mécanismes d’action de la télithromycine ( 21 )

2B 14/15 atomes

F. Van Bambeke. L1 - Tome XVI - 10 - dée. 2001

Schéma 3: Relation entre les macrolides et télithromycine ( 21 )
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VIII-2-4- Les lincosamides ( 60, 88, 100, 101 )

D’activité bactérienne proche de celle des macrolides, les lincosamides
sont de structure chimique différente : ils comportent un acide aminé, un sucre
reliés entre eux par une liaison amide.

La lincomycine a été isolée en 1962 4 partir de la fermentation de
Streptomyces lincolnensis var. lincolnensis et un dérivé 7-chloro-lincomycine a
été synthétisé, la clindamycine.

Ont été commercialisées a usage humain, la lincomycine et la
clindamycine, puis la pirlimycine a usage vétérinaire.

Ces molécules posseédent une activité antibactérienne et dans une certaine
mesure, une activité antiprotozoaire.

Parmi les trois molécules citées ci-dessus, seule la clindamycine a été
testée. |

C’est un antibiotique inhibiteur bactériostatique de la synthése des
protéines. Elle inhibe la transpeptidation au niveau des chaines polypeptidiques

en voie de formation.

VIII-2-5- Les fluoroquinolones

Les 4-quinolones comprennent deux types de molécules, selon qu’elles
soient ou non substituées par un atome de fluor en position 6 (fluoroquinolones).
Deux classifications ont été décrites : chimique et biologique.
- Classification chimique :
Quatre groupes peuvent étre décrits en fonction de la structure associée au
noyau pyridone bétacarboxylique : mono-, bi-, tri- ou tétracycliques.
Les molécules a usage thérapeutique sont regroupés dans les groupes 1 et 2.
Ce demier peut étre subdivisé en deux sous-groupes en fonction du noyau

bicyclique : quinoléine ou 1,8-maphtyridone.

P =
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Le groupe 3 comprend des molécules a usage thérapeutique comportant un
un noyau tricyclique de type 6,7 ( acide oxolinique ), mais surtout de type 1,8 (
ofloxacine, le’vcjﬂoxacine, rufloxacine, etc.).

- Classification biologique :

Les 4-quinolones peuvent étre classées en fonction de leur spectre
antibactérien et de leur métabolisation en quatre sous-groupes.

Les groupes 1 et 2 comportent des molécules dont le spectre antibactérien est
limité a certaines especes d’entérobactéries et les groupes 3 et 4 sont composés
de dérivés ayant un large spectre antibactérien.

Parmi ces différentes molécules classées en quatre groupes, seule la
lévofloxacine a été testée.

La lévofloxacine est la premiére fluoroquinolone de troisiéme génération
a avoir été approuvée au Canada en janvier 1998. Elle est I’isomeére lévogyre de
I’ofloxacine.

Son efficacité est due au fait qu’elle inhibe la gyrase de I’ADN, une
enzyme essentielle a la réplication de I’ ADN bactérien. Par conséquent, elle
exerce un bon effet sur les streptocoques, notamment Streptococcus pyogenes, y

compris les souches résistantes a la pénicilline G.
VIII-2-6- Les cyclines ( 25, 28, 29, 51, 62, 65,99, 113)

Les tétracyclines constituent une famille d’antibiotiques développée entre
1948 et 1972. Les premiers dérivés furent la chlortétracycline ( ou auréomycine
) et I’oxytétracycline ( terramycine ) d’origine naturelle prouits par Streptomyces
aureofaciens et Streptomyces rimosus, suivis par tétracycline et
diméthylchlortétracycline . Ensuite ont été obtenus les dérivés semi-
synthétiques : méthacycline, doxycycline et minocycline, classés comme

tétracycline de deuxiéme génération.
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D’autres dérivés semi-synthétiques ont été réalisés surtout dans le but de
vaincre la résistance bactérienne aux anciens dérivés, mais ils n’ont pas pu étre
introduits en clinique en raison de leur toxicité.

Malgré I’existence de nouveaux dérivés semi-synthétiques (les
glycylcyclines ), la tétracycline a été la seule molécule testée.

Elle a été produite en 1953 par halogénation de la chlortétracycline.

En raison de leur large spectre et de la rareté des effets indésirables graves apres
Jeur administration orale chez I’adulte, la tétracycline a été utilisée de maniére
abusive dans le traitement d’infections ne nécessitant pas un dignostic. De
nombreuses souches de Streptocoques du groupe A sont devenues résistantes.
Dans I’espoir de réduire ce pourcentage, la tétracycline est prescrite dans le
traitement d’infections sexuellement transmissibles, de pneumonies atypiques et
syphilis, respectivement causées par Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma
pneumoniae et Treponema pallidum.

La tétracycline inhibe la synthése protéique en se liant de fagon réversible
a la sous-unité 30S du ribosome. Cette liaison empéche la fixation du complexe
ARN de transfert — acide aminé au complexe ribosome — ARN messager. Les
tétracyclines, en général, sont concentrées dans les bactéries par un mécanisme
de pénétration transmembranaire actif. Cependant, trois mécanismes ont été
évoqués pour expliquer la résistance des streptocoques A vis-a-vis de la
tétracycline :

- Pefflux, c’est-a-dire le transport actif de la tétracycline hors de la cellule
par des proté€ines transmembranaires.

- La protection ribosomique dans laquelle une protéine cytoplasmique
empéche I’ inhibition de la machinerie de synthése protéique par la
tétracycline.

- La modification chimique, nécessitant oxygéne et NADPH.

Du fait de I’auto-médication et de son utilisation abusive, |’efficacité

antibactérienne de cette famille des cyclines a tendance a régresser

o
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MATERIEL ET METHODES

Cadre de ’étude

Le travail a été effectué sur une période de cinq mois au laboratoire de

Bactériologie-virologie de I’hdpital Aristide Le Dantec.

Il-

L’étude a porté sur 37 souches de Streptococcus pyogenes provenant

d’échantillons de pus d’oreille, de plaies, de prélevements de gorge.

Les souches de S. pyogenes portant sur notre étude provenaient :
- d’infections respiratoires hautes et basses

- d’otites

- d’angines

- et de plaies suppuratives

Matériel et réactifs

I1-1- Matériel utilisé pour les prélevements

- Ecouvillons en coton stériles
- Aspirateur
- Tubes a hémolyse

- Seringues

I1-2- Matériel utilisé pour ’isolement

- Anse de platine

- Bec Bunsen

- Boites de Pétri

- Tubes a hémolyse

L~
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- Eau distillée

- Portoirs

- Autoclave

- Jarre + bougie ou billes génératrices de CO,

- Gélose au sang de mouton additionnée d’acide nalidixique et de colistine
- Bouillon streptosel

- Bouillon trypticase soja

- Gélose Mueller-Hinton

Obtention de la gélose au sang frais

La poudre de Mueller-Hinton est mélangée avec un volume d’eau approprié
et chauffé pour permettre la dissolution de la poudre. Il est porté a
I’autoclave, a 120 °C pendant 20 minutes, puis refroidi a 45 - 50 °C. Le sang
de mouton est ajouté a 5 % et homogénéisé. La répartition se fait en boites de
Pétri en évitant les bulles d’air.

Ce milieu est utilisé aussi bien pour I’isolement que pour la réalisation de

I’antibiogramme des souches de S. pyogenes.

I1-3- Matériel pour ’identification

- Test au latex

- Galerie Micro CSB streptocoques
- API streptocoque

- Embouts stériles

- Micropipettes

- Tubes a hémolyse

[1-4- Matériel pour I’antibiogramme
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Disques d’antibiotiques

Eau physiologique stérile
Gélose au sang de mouton
Souches viables de 24 heures
Ecouvillons stériles

Pinces

11-5- Matériel pour la conservation des souches ( figure 3)

Lait écrémé + glycérol a 10 %
Bouillon ceeur-cervelle + glycérol a 10 %
Cryotubes Nunc®

Tubes avec billes pour la conservation




eePMNL o an

Figure 3: Conservation de souches bactériennes par la méthode de longue durée
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Made in Canada for PRO-LAB Diagnostice
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11-6- Préparation des milieux de culture

Le milieu de Mueller-Hinton est vendu dans le commerce, plus souvent sous
forme de poudre déshydratée. L.a composition du milieu, correspondant a la
formule chimique, doit étre mentionnée sur I’étiquette de la boite. La poudre est
mélangée a un volume d’eau approprié et chauffée pour dissoudre la poudre.

Le milieu préparé est autoclavé 15 minutes a 120 °C, refroidi, additionné de

sang et coulé en boite de Pétri.

I11- Méthodes

I11-1- Modalités de prélevements

La régle fut le respect rigoureux des conditions d’asepsie et de stérilité. Les
prélevements ont été accompagnés d’une fiche de renseignements indiquant :

- nom et prénom

- age et sexe

- diagnostic

- service et médecin traitant
De préférence, ces prélévements doivent étre effectués en dehors de tout
traitement ou aprés une fenétre thérapeutique.

Les prélevements peuvent se présenter sous forme d’écouvillons contenus

dans un tube a hémolyse stérile ou bien le prélévement ( pus ) est recueilli

directement dans un tube stérile.
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I11-2- Technique de ’examen bactériologique

I11-2-1- Examen macroscopique

Le prélévement pouvait revétir plusieurs aspects. Il pouvait étre sous forme de
liquides limpides, sanguinolents, muco-purulents, parfois avec une odeur
caractéristique. Quelque soit I’origine du prélévement, étaient toujours noté son

aspect, son odeur et sa couleur.

I11-2-2- Examen microscopique

L’aspect du prélévement a orienté I’examen microscopique. Un état frais a
été effectué sur les échantillons liquides et la lecture a été faite au microscope en
vue d’observer :

- les polynucléaires

- les lymphocytes

- les cellules épithéliales

- les parasites

- les éléments levuriformes et filaments mycéliens
Puis les lames ont €té colorées au Gram.

Si le prélevement était d’aspect concentré par exemple un pus d’otite ou
d’abces, était effectué directement une coloration de Gram.
La lecture a été effectuée au microscope, a I’objectif X100. Puis a été notée la

flore bactérienne ( présence de cocci @ Gram positif ).

I11-2-3- Isolement

Apres la coloration de Gram, I’examen microscopique des lames a révélé

la présence de cocci en chainettes longues ( plus de six éléments ).

e
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Ainsi le prélevement a été ensemencé sur GSN. La boite de Pétri a été
incubée a I’étuve, a 37 °C pendant 24 heures et en présence de 5 % de CO2.
Apres examen macroscopique de la culture, les types d’hémolyse ( hémolyse

béta ) et I’aspect des colonies ( transparentes et translucides ) ont été notés.

I11-2-4- Identification

Au bout de 24 heures, I’observation des boites de culture, la lecture de la
coloration de Gram, les caracteres biochimiques et antigéniques ont permis

d’identifier I’espéce recherchée.

I11-2-4-1- Test au latex ( Pastorex Strep )

Pastorex Strep est un test d’agglutination rapide et sensible des
streptocoques béta hémolytiques appartenant aux principaux groupes de
Lancefield. Il comporte des suspensions de latex permettant d’identifier les
groupes A, B, C, D F et G. L’identification des streptocoques béta-hémolytiques
sur la base des polysaccharides spécifiques de groupe nécessite au préalable
I’extraction de ces antigénes a partir des colonies isolées en primoculture sur
gélose au sang. Le systéme réalise cette extraction en 15 minutes a la
température ambiante ou en 10 minutes a 37 °C a I’aide d’une enzyme active qui
lyse les parois cellulaires et permet la mise en solution du polyoside C. En
présence de I’antigene, les particules de latex recouvertes des anticorps
homologues s’agglutinent trés rapidement.

La sensibilité des différentes suspensions de latex conditionne la rapidité
d’apparition des agglutinats ; elle est due a la qualité des antisérums obtenus
chez le lapin par le protocole d’immunisation de Lancefield et aux quantités

optimales d’immunoglobulines purifiées adsorbées sur les particules de latex.
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- Mode opératoire

e Préparation des échantillons
Ce test s’applique aux colonies isolées sur gélose au sang et entourées
d’une zone d’hémolyse béta.
L’observation de cocci a gram positif a I’examen microscopique et une
recherche de catalase négative ont permis de poursuivre I’identification par un
groupage direct s’il a ét€ noté un nombre suffisant de colonies isolées en

primoculture.

e Préparation des extraits
Placer 0,3 ml de solution d’enzyme d’extraction dans un tube a hémolyse
pour la souche a identifier.
Prélever environ 5 colonies et les dissocier dans I’enzyme.

Incuber 15 a 45 minutes a la température ambiante.

e Identification du groupe A
Remettre en suspension le flacon contenant le latex en I’agitant
énergiquement pendant quelques secondes.
Déposer une goutte du latex dans le cercle de la carte d’agglutination.
A I’aide d’une pipette, placer une goutte d’extrait dans le cercle.
Homogeénéiser le contenu du cercle a I’aide d’un batonnet.
Si plusieurs cercles sont remplis, utiliser des batonnets distincts afin
d’éviter une contamination.
Agiter la carte selon un mouvement orbital pendant un maximum d’une
minute.
Effectuer la lecture.
Une réaction positive se traduit par 1’agglutination des particules de latex

dans un délai maximum d’une minute. La taille des particules des
N
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agglutinats et la rapidité de leur apparition dépendent de la concentration

antigénique de ’extrait.

e Interprétation des résultats
Réaction + : apparition d’agglutinats rouges sur fond vert
Réaction - : suspension homogéne brune
Réactions non spécifiques : faibles agglutinats sur fond brun.
Eventuelles agglutinations multiples pouvant étre dues a d’autres bactéries
prélevées sur la gélose en méme temps que les colonies béta-
hémolytiques. Une identification biochimique permettra de confirmer
I’identification de certaines souches possédant a la fois les antigénes des

groupes C et G par exemple.

I11-2-4-2- Identification biochimique

Galerie CSB Streptocoques

- 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 appropri€ ( fermentation ) ou hostile.
Ces puits sont ensemencés avec un inoculum qui reconstitue le milieu. Apres
incubation, la lecture des réactions est effectuée directement ou aprés addition
de réactifs de révélation.

- Mode opératoire

Préparer une suspension bactérienne de turbidité égale a celle de I’étalon 4 de

MacFarland dans 1 ml d’eau distillée stérile avec une boite entiére de culture

de 24 heures sur gélose au sang ( par écouvillonnage ) — et utiliser deux
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boites si des pneumocoques sont suspectés ou une culture de 48 heures pour

les especes a colonies naines.

Distribuer environ 3 a 4 gouttes d’inoculum bactérien ( remplissant la moitié

de la cupule, environ 100 pl ) 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

(environ 100 pl par cupule ).

Fermer les cupules ADH et tous les sucres avec 2 gouttes d’huile de

paraffine.

Incuber a 37 °C sous un plateau recouvert de papier buvard imbibé d’eau.

Lire aprés4 heures puis aprées 18 heures d’incubation.

L’identification se fait a ’aide d’un tableau de lecture ( voir ci-dessous ).

Tableau II : Lecture de la galerie CSB Streptocoques

Tests | Substrats | Réactions Réactifs a Résultats | Résultats

Enzymes ajouter positifs | négatifs
VP | Glucose + [ Production 1 goutte de KOH Rose incolore

pyruvate d’acétoine 1 goutte dedréatinine | Rouge
1 goutte de naphtol

ESC |Esculine Béta-blucosidase Noir incolore
ADH | Arginine | Arginine dihydrolase’ Rouge | Jaune
BHS G[ucoéc Croissance en milieu hypersalé Jaune Violet
ARA | L-arabinose
MAN | Mannitol
SOR | Sorbitol
"TRE | Tréhalose
RAF |Raffinose | Fermentation Jaune Rouge
SOS | Sorbose
INU | Inuline
LAC |Lactose
TAMD | Amidon
GLY | glycérol
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I11-2-5- Détermination de la sensibilité aux antibiotiques

111-2-5-1- Antibiogramme standard par la méthode des
disques

- Principe
La méthode de diffusion en milieu gélosé a permis la détermination de la

sensibilité des agents bactériens ( S. pyogenes ).

- Mode opératoire

A partir d’une culture jeune de 18-24 heures, préparer une suspension de 1 a
2 colonies dans un milieu liquide de 1 a 1,5 ml et incuber pendant quelques
minutes. Les colonies prélevées pour la réalisation de la suspension doivent
étre identiques de la bactérie a tester.

La suspension réalisée a une opacité correspondant a celle produite par le
tube 0,5 —1 MacFarland.

Ensemencer les boites contenant la gélose au sang par écouvillonnage. Au
préalable, plonger I’écouvillon stérile dans 1’inoculum, puis essorer.
Ecouvillonner le milieu gélosé suivant trois directions différentes par une
simple rotation.

Laisser sécher les boites a la température ambiante pendant 15 minutes avant
I’application des disques d’antibiotiques.

Disposer les disques sur la gélose a 20 mm du bord de la boite, en appuyant
légérement pour assurer le contact avec la gélose. Opérer a I’aide d’une pince
stérile.

Placer les boites a I’étuve en présence de CO2 pendant 24 heures.
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- Lecture
La culture bactérienne s’arréte lorsqu’elle rencontre une concentration égale
a sa Concentration minimale inhibitrice ( CMI ). Pour chaque disque
d’antibiotique, mesurer le diamétre de la zone d’inhibition avec une régle
graduée ou un pied a coulisse. L.a mesure du diamétre des zones d’inhibition
permet de mesurer la CMI de chaque antibiotique, grace a des abaques
donnant la relation diameétre — CMI.

Suivant la valeur du diamétre obtenu, la souche étudiée est sensible,

intermédiaire ou résistante.

I11-2-5-2- Détermination des CMIs par E-test

La détermination de la CMI permet de définir la sensibilité ou la
résistance des souches bactériennes. .a CMI est la plus faible concentration
d’antibiotique capable d’inhiber dans un milieu toute culture visible de souche
étudice.

Le E-test est une technique de détermination de la CMI fondée sur
I’utilisation de bandelettes imprégnées d’un gradient exponentiel prédéfini de
I’antibiotique a tester, couvrant une zone continue de 0,016 a 256 mg/l ou de
0,002 a 32 mg/l.

Le E-test combine les caractéristiques des méthodes de diffusion et de

dilution en milieu solide.

- Préparation de ’inoculum

Cf antbiogramme standard par la méthode des disques

-  Ensemencement

Cf antibiogramme standard
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- Application des bandelettes

Les bandelettes sont des supports inertes, hydrophobes de 5 mm de large et
de 80 mm de long. Elles sont appliquées sur la surface da la gélose
préalablement ensemencée avec la souche a étudier.

Assurer un bon contact entre la bande et la gélose.

Placer les boites de Pétri a I’étuve en présence de CO, pendant 24 heures.

- Lecture

Aprés incubation, I’inhibition de la croissance bactérienne se traduit par la
présence d’une ellipse dont le point d’intersection avec la bandelette définit
la CMI.

Une échelle de lecture sur la surface supérieure de la bandelette permet une

lecture facile et rapide.

I11-2-5-3- Antibiotiques testés

En disques :
- macrolides :
e ¢érythromycine
e clindamycine
- quinolones : l1évofloxacine
- kétolides : télithromycine
- tétracyclines : tétracyclines
- Béta-lactamines : pénicilline G
En E-test :

- pénicilline G

[11-2-5-4- Lecture et interprétation
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L’efficacité d’un traitement antibiotique dépend du taux d’antibiotique
présent au foyer infectieux ; ce taux doit étre supérieur ou au moins égal a la
CMI de la bactérie responsable et dépend lui-méme des concentrations sériques,
donc de la posologie.

En fonction de la CMI, la souche est classée en trois catégories :

- une souche est dite « résistante » lorsque la concentration d’antibiotique
capable de I’inhiber ( CMI ) est trop élevée pour étre atteinte in vivo,
quelque soit le traitement.

- Une souche est dite « sensible » lorsque la CMI est nettement inférieure a
la concentration obtenue avec un traitement a dose usuelle.

- Si la CMI de I’antibiotique testé se entre ces deux eqtrémes, le sensibilité
de la bactérie est dite « intermédiaire » : la bactérie ne pourra pas étre
atteinte si I’antibiotique est administré a doses usuelles ; mais elle pourra
I’étre par un traitement par voie générale a hautes doses s’il est possible (
risques toxiques ), ou par voie locale, ou encore si I’infection siége en des
organes ou I’antibiotique peut étre physiologiquement concentré ( organes

d’excrétion ).

I11-2-6- Conservation des souches bactériennes de

streptocoque du groupe A

Il existe deux méthodes qui se distinguent par la durée de survie des bactéries
sous certaines conditions de conservation :

- méthode de courte durée

- méthode de longue durée

Quelque soit le choix, il est indispensable de suivre les impératifs qui
régissent la réussite de cette manipulation. Les régles observées sont les
suivantes :

- ne conserver qu’une souche pure

.-\
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- ne jamais conserver en milieu liquide pour éviter le développement des
mutants

- garder la souche dans les conditions favorables a sa multiplication

- éviter les repiquages et faire les subcultures sur plusieurs colonies

- prévoir enfin toutes les mesures nécessaires pour la conservation de

I’isolement

Méthode de longue durée

Elle reste la plus utilisée avec nos souches a étudier.
La congélation a de basses températures (a — 20 °C eta— 70 °C ) a été
utilisée et la conservation a été effectuée a partir d’une culture pure de 24
heures, avec 1,8 a 2 ml de milieu nutritif adapté dans un cryotube.
Les cryotubes ont ét€¢ convenablement rangés dans un portoir et
immeédiatement placés a la température de — 20 °C et /ou — 70 °C. Ainsi les
bactéries se conservent pendant treés longtemps.
En cas de besoin, la décongélation a été effectuée trés rapidement a la
température ambiante et par vortex et les cryotubes ont été remis
immédiatement a ma congélation aprés utilisation.
Les tubes avec écouvillon ont ét¢ conservés a — 70 °C et ceux avec billes ont
été gardés pendant 3 a 4 joﬁrs a—20°C puisa—70 °C.

Dans cette étude, la méthode de conservation de longue durée a demeuré
la seule méthode utilisée. Elle a réduit de fagon considérable la perte des
souches gardées pendant plusieurs années et a convenu aussi a la grande

majorité des bactéries.

Régles d’étiquetage

La conservation des souches a été effectuée avec certaines regles

d’étiquetage. Mentionner sur le tube :
LG
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- Dorigine de la souche ( HALD, IP, HP, IHS ) ou le numéro de lot pour les
souches de référence

- La date de conservation

- Le nom de la souche

- Le numéro et la nature du prélévement

- Le milieu utilisé

- Le code de la souche

111-2-7- Evaluation de la qualité des milieux liquides préparés

Lorsqu’un lot de milieu était préparé, il était nécessaire de s’assurer de

I’efficacité et de la stérilité des différents milieux.
Stérilité

Un millilitre de chaque milieu préparé a été déposé dans des tubes a
hémolyse stériles qui ont été ensuite incubés a 37 °C pendant 24 heures. En
I’absence de trouble, de virage de I’indicateur coloré et en I’absence de

coloration, les milieux ont été considérés comme stériles.

Efficacité

Le milieu considéré ainsi comme stérile doit faire I’objet d’une étude en
ce qui concerne sa capacité a donner un résultat positif avec une souche dont
le caractere correspondant est positif et & donner un résultat négatif si ce
caractere est négatif pour une souche donnée.

Pour chaque caractére biochimique, une souche de référence a été choisie

comme controle positif et une autre comme controle négatif.
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Pour les streptocoques, la souche de référence la plus utilisée a été
Enterococcus faecalis ATCC 29212.




TROISIEME PARTIE :
RESULTATS
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I- Répartition des différents prélévements

Dans le cadres de notre étude, nous avons analysé 37 souches venant de
patients d’age et de sexe différents a I’aide des microplaques CSB et du test
au latex. S. pyogenes a été le seul germe recherché.

La majorit¢ de nos prélévements provenaient des infections ostéo-
articulaires ( plaies ) et quelques rares étaient des prélévements de gorge (

voir tableau ci-dessous).

Tableau II1: Répartition des souches dans les différents prélévements

Nature des prélevements | Nombre de prélevements | S. pyogenes
Gorge 17 +
Plaies 18 -
Oreilles 2 +

Le groupe le plus représentatif des patients était des externes.

Sur les 37 prélévements analysés, nous avons retrouvé S. pyogenes le plus
souvent associ€ a Staphylococcus aureus, d’ou Iutilisation de milieu sélectif
et ceci a ét€ rencontré dans plus de la moitié des prélévements, et surtout
dans ceux d’origine ostéo-articulaire.

Vu la rareté de ce germe, nos prélévements étaient collectés dans
différents hopitaux : HALD, HPD et IPD. Cette rareté a été confirmée par le

nombre de souches qui est de 37.
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Tableau IV : Répartition des souches en fonction des hopitaux

Services | Nombre de souches | Pourcentage
HALD 32 86,49 %
IPD 04 10,81 %
HPD 01 2,70 %
Total 37 100 %

11- Résultats des prélévements en fonction de la culture

Plusieurs prélévements ont €té ensemencés sur GSN ( gélose au sang
additionnée d’acide nalidixique ), utilisée pour I’isolement de S. pyogenes.

Sur les 43 prélevements analysés :

- 37 ont donné des colonies transparentes plus ou moins translucides
accompagnées d’une béta-hémolyse franche.

- 6, des colonies de tailles différentes non spécifiques. Ces colonies , jaunes
et de grande taille, sont surtout observées apres ensemencement sur GSO.

La confirmation d’une culture positive et plus précisément la présence de S.

pyogenes est prouvée par I’usage des microplaques CSB et le test au latex.
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Tableau V : Différenciation entre Staphylococcus aureus et Streptococcus

pyogenes
Streptococcus pyogenes Staphylococcus aureus

GSN Colonies transparentes et | Absente
translucides

GSO Colonies transparentes et | Colonies jaunes ou blanches de
translucides grande taille

Test au latex | Positif Négatif

Micro CSB | Positif Négatif

Strepto
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Figure : Souche béta-hémolytique de Streptococcus pyogenes sur gélose au

sang de mouton
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III- Résultats de la sensibilité des souches de Streptococcus pyogenes

Aprés Iisolement et Iidentification de ces souches, nous avons étudié leur
profil de sensibilité vis-a-vis des antibiotiques.

Ainsi six ( 6 ) antibiotiques, appartenant a quatre familles différentes (
cyclines, macrolides, quinolones et kétolides ) ont été testés.

Pour chacun de ces antibiotiques, nous avons déterminé le nombre et le

pourcentage de souches sensibles, intermédiaires et résistantes.

Tableau VI : Pourcentage de sensibilité des souches de S. pyogenes

| Valeurs critiques | |

Antibiotiques | R I S | Valeurs extrémes S I R
'Clindamycine [<15/16-18(>19 17 41 89,197 8,11 '2,70|'
Erythromycine < 15 16-20 221L 21 43 100 | O 0 |
| Lévofloxacine |<16|17-20 >21| 15 26 |78,37(21,62] 0
Pénicilline G | < 19(20-27[> 28| 28 L 50 [100] 0 |0
Télithromycine |< 13{14-16|> 17| 20 ‘ 41 | 100 0 o
Tétracycline | <18/19-22{>23] 06 18 i 0 | 0 ‘100‘
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2

‘ Erythromycine

Tétracycline 5
=  etromycine. [}

Figure : Profil de sensibilité d’une souche de Streptococcus pyogenes a

différents antibiotique testés
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TableauVII : Nombre de souches sensibles

Antibiotiques Nombre de souches

S I ' R
Clindamycine 33 03 01 |
Erythromycine 37 0 0
Lévofloxacine 29 08 0
Pénicilline G 37 0 0
Télithromycine 37 | 0 0
'Tétracycline | 0 0 37

Toutes les souches ont été sensibles a la télithromycine, I’érythromycine, a la
pénicilline G et a la lévofloxacine.

La sensibilité des souches streptococciques par rapport a certains produits
pathologiques a savoir les pus d’abces, d’otites et prélevements de gorge a €té

déterminée, et ceci selon que les patients soient hospitalisés ou externes.

I1I-1- Sensibilité a la télithromycine

Toutes les souches étudiées ont été sensibles a cette molécule ( 100 % ). Ces
taux de sensibilité ont été proches de ceux obtenus en général et a été noté un
taux de résistance qui est nul. En d’autres termes, aucune souche n’a révélé une
résistance par synthése de protéines, ni par modification de la cible par
méthylase ou par efflux, ni encore par une inactivation enzymatique.

La télithromycine a montré une bonne activité par rapport a I’éry A avec des
diamétres qui passent de 20 mm a 41 mm. Ce taux de sensibilité élevé a
également été observé dans diverses infections bien que certains de ces germes

incriminés soient résistants a I’éryA.
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I11-2- Sensibilité a la lévofloxacine

Cet antibiotique est apparu actif sur les souches avec un taux de sensibilité de
78,37 %. Nous avons aussi noté une sensibilité intermédiaire de 21,62 %, ce qui

est apparu assez élevé par rapport a celle obtenue avec la clindamycine.

II1-3- Sensibilité aux autres molécules

I11-3-1- Sensibilité a la pénicilline G

La pénicilline G a été active sur toutes les souches avec ( 100 % de
sensibilité ). Bien que les taux de résistance de la pénicilline G et
I”érythromycine soient nuls, la télithromycine a demeuré plus que jamais la
molécule de référence dans le traitement des infections bactériennes du fait de

son large spectre.

I11-3-2- Sensibilité a la tétracycline

Le pourcentage de résistance a haut niveau aux cyclines, plus précisément a
la tétracycline a été de 100 %. Toutes les souches ont été résistantes avec des
diametres inférieurs ou égaux a 18 mm. L’absence totale de zone d’inhibition a

été observée sur certaines souches.

I11-3-3- Sensibilité a I’érythromycine

L’absence de souches résistantes a été notée pour cette molécule. Elle a été
active sur la totalité des souches testées ( 100 % ) avec des diametres variant
entre 21 et 43 mm ; en plus prés de % des souches ont une zone d’inhibition 25

mim.
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I11-3-4- Sensibilité a la clindar_nvcine

Pour cet antibiotique, plus de la moitié des souches ont présenté une bonne
sensibilité ( 89,19 % avec un taux de sensibilité intermédiaire faible ( 8,11 % ).

Seuls 2,70 % des souches ont révélé une résistance.




QUATRIEME PARTIE :
DISCUSSIONS ET
RECOMMANDATIONS
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Sensibilité globale de S. pyogenes

@ Sensibie
Hintermédiaire
O Reésistant

|
]
|

|
[
[ |
|
|

— ] . ] a
Clindmaycine Erythromydne  Télithromycine Lévofloxacine Penidiline G Teétracydline
Antibiotiques

Histogramme : Sensibilité globale de Streptococcus pyogenes
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I- Souches étudiées

Parmi les 37 souches obtenues, prés de la moitié d’entre elles ont été isolées
avec d’énormes difficultés. L’identification faite grace I’utilisation de
microplaques CSB System et du test au latex n’a posé aucun probléme.

La principale contrainte rencontrée dans I’isolement a été la présence
simultanée de Streptococcus pyogenes et Staphylococcus aureus dans un méme
milieu de culture et ceci a été surtout remarqué des échantillons de I’écoulement
produit par la plaie, ou d’abces ou précisément d’ulcéres cutanés.

Par contre, les souches provenant de I’IPD sont caractérisées par une pureté
et une hémolyse trés franche. Dans de tels cas, I’identité de la souche n’est
confirmée que par le test au latex.

Les informations collectées au niveau des bulletins d’analyse et plus
précisément le diagnostic ont permis d’orienter et de faciliter la recherche.
Seulement, pour quelques rares souches nous n’avons pas pu obtenir
d’informations cliniques.

Le nombre de souches collectées et testées dans cette étude pour une durée
assez longue nous a paru faible. Ceci a été expliqué non seulement par la
fréquence tres faible des demandes d’examen de prélévements de gorge mais
également par I’auto-médication qui reste actuellement a la base de la résistance

a la tétracycline.

II- Méthode de diffusion en milieu gélosé

Cette technique de diffusion a été utilisée depuis fort longtemps et présente
jusqu’a I’heure actuelle de nombreux avantages auxquels ( savoir )
I’identification et le diagnostic des streptocoques A dans diverses pathologies
par rapport a d’autres techniques classiques, notamment celle de dilution et de

E-test.
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En effet, c¢’est une méthode de quantification de ’activité antibactérienne
d’un antibiotique donné nécessitant toujours 1’usage d’un abaque pour
I’interprétation des résultats.

Généralement, des probléemes de précision ont été noté avec cette technique
puisque les zones d’inhibition ont été¢ mesurés a ’aide d’une régle ou d’un pied
a coulisse.

I1 convient également de noter que cette technique a été adaptée a la routine
et dans nos pays pauvres ou son colt est relativement modeste.

A I’heure actuelle, la technique de dilution et de E-test font place de plus en
plus a celle de diffusion, d’ou une plus grande précision et une rapidité
d’interprétation des résultats, donc un gain de temps.

Cette méthode de E-test n’a été faite que sur une seule de nos souches et les
résultats obtenus ont été superposables a ceux obtenus par la technique de

diffusion en milieu gélosé ( antibiogramme standard ).

II1- Sensibilité générale des souches aux antibiotiques

Les résultats de la sensibilité des streptocoques du groupe A aux différents
antibiotiques ( voir généralités ) ont été acceptables ; ¢’est aussi I’occasion de
dire que le logiciel WHOENT V a €té un excellent outil dans I’exploitation des

résultats.

111-1- Sensibilité aux kétolides (télithromycine )

Non seulement nous n’avons pas eu des CMI mais les diamétres obtenus (
valeurs extrémes compris entre 17 et 41 mm ) sont inclus dans un intervalle
décrit dans une étude similaire en France et en Italie ( 78 ). Ce travail a donné
aussi la valeur de CMI de la télithromycine en fonction de la sensibilité de la

sensibilité de de la souche de I’éry A, ce qui parait beaucoup plus intéressant.

L~
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Pour les souches sensibles a I’érythromycine, la CMI était homogéne (
CMI 0,015 mg/ 1). Pour celles qui sont résistantes, cette valeur était comprise
entre 0,015 et 32 mg/ I.

Nous pouvons comparer également nos résultats a ceux décrits aux USA (
CMI 0,5 mg/ 1) avec 98,5 % de sensibilité ( 77 ), atteignant 100 %, toujours aux
USA (96, 97,9 ) avec comme CMI90 0,008 a 0,06 mg/ 1.

I11-2- Sensibilité aux fluoroquinolones ( lévofloxacine )

Dans notre étude, 78,37 % des souches testées ont été sensibles contre
21,62 % de sensibilité intermédiaire.

Des pourcentages de sensibilité nettement supérieurs aux notres,
atteignant parfois 100 % de souches sensibles ont été notés dans de nombreux
pays, notamment aux USA avec une CMI 90 de 1 mg/I sur 1742 souches de S.
pyogenes ( 31, 57 ), de méme en Italie ( 50 ), en Belgique et en France ( 1 ).

En opposition, une résistance des souches a été observée en Pologne ( 75 )
en 2001. Les principales causes retenues ont été le phénomene d’efflux actif et

la modification enzymatique.

I11-3- Sensibilité autres molécules

I11-3-1- Sensibilité aux béta-lactamines ( pénicilline G )

Pratiquement toutes les souches ( 100 % ) ont été sensibles a la pénicilline
G avec des diameétres ayant pour valeurs extrémes 28 et 50 mm, similaires a
celles décrites dans de nombreuses études, notamment au Portugal ( 100 %) (
72).

Cette absence de résistance a été également décrite dans une étude faite a

I’hopital Charle Nicolle de Tunis de janvier 1988 a décembre 1990 ( 37 ).

b
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Cette méme observation a ét¢ faite dans divers pays, notamment en Espagne ( 82
), Russie (49 ), Israél ( 112), Lisboa ( 72 ), et aux USA avec des CMI90 0,06
mg/ 1, a Séoul et a Taiwan ( 26, 83 ), a Deutschland en 1997 ( 104 ), au Canada
(16), enItalie (24 ), en Allemagne ( 41 ), en Australie ( 66 ), a Barcelone ( 46 )
et en Algérie ( 79 ).

Contrairement, un échec thérapeutique a été observé a ’université de
Washington en 2001 dans plus de 20 % des patients. Cette derniére révélation
nous pousse a penser a une évolution de la résistance a la pénicilline G qui
s’explique certainement par une production de béta-lactamase et par une
interférence bactérienne.

A Texception de ce dernier cas, pour toutes les souches testées, de hauts
niveaux de sensibilité a la pénicilline G ont été rapportés et celle-ci demeure a

I’état actuel, la molécule de premier choix hormis la télithromycine.

ITI-3-2- Sensibilité aux cyclines ( tétracycline )

Il apparait d’aprés nos résultats que les souches de S. pyogenes ont
présenté une résistance a haut niveau aux tétracyclines conformément a la
littérature ( 113, 17, 38, 39, 74, 89).

Le taux de résistance, soit 100 %, se rapproche également de ceux publiés
par d’autres articles, notamment 4 Madrid ( 82 ), Pologne ( 75 ) Suede ( 56 ) et
Russie ( 23 ).

La résistance peut étre associée a un systéme d’efflux et un systéme de
« protection du ribosome » par I’intermédiaire d’une protéine cytoplasmique.
Enfin, trés récemment, une enzyme inactivant les tétracyclines a été découverte,
active seulement en anaérobiose, mais dont I’importance clinique n’est pas
connue.

En opposition, des taux beaucoup plus faibles ont été enregistrés au
Lisboa ( 72 )avec 16,4 %, 4 % aux USA (59 ), 7,3 % a Madrid ( 81 ), 8,5 % en

L~
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Espagne (82 ), 51 % en Russie (49 ), 2,2 % en Allemagne ( 41 ) et 52,1 % a
Séoul ( 26 ).
Paradoxalement, une étude faite en 1997 en Israél ( 112 ) a obtenu un taux

de 59 % de souches sensibles, qui est plus élevé que celui de notre travail.

I11-3-3- Sensibilité aux macrolides ( érythromycine )

Des travaux réalisés dans plusieurs pays ou villes, notamment 4 Madrid ( 82
), aux USA (59 ), au Canada ( 34 ), en Iran ( 56 ), Portugal ( 72 ), Suéde ( 56 ),
Korée ( 22 ), Espagne ( 81 ), Argentine, Allemagne ( 41 ), Berlin ( 79 ), et
Algérie () ont rapporté des pourcentage de résistance qui sont respectivement
pour chacun : 14,3 %, 2,6 %, 2,1 %, 0,6 %, 21,1 %, 41,3 %, 2,8 %, 12 %, 10 %,
12,7 %, 24 % et29 %-;‘:}Efﬁes tres éloignés de celui que nous obtenu, soit 0 %
de résistance, mais qui est approximativement proche des résultats obtenus en
Israél ( 112 ) qui révelent 99 % de sensibilité, soit une souche résistante.

Les chiffres mentionnés ci-dessus témoignent une forte résistance des
streptocoques aux macrolides en général, résistance qui s’étend aux
lincosamides et aux streptogramines. Cette résistance serait inductible avec la
~ synthése de méthylase et la modification du cible.

Seule I’étude de Deutschland ( 104 ) a montré un pourcentage de
résistance / intermédiaire ( R /1 % ) qui est de 1,6 %. Les prescriptions de cette
molécule restent limitées en cas d’allergie a la pénicilline et aux contre-

indications 4 la tétracycline.

111-3-4- Sensibilité aux lincosamides ( clindamycine )

Une étude réalisée dans un institut de microbiologie en Allemagne a
rapporté que toutes les souches de streptocoque A testées avaient été sensibles (
66 ), de méme qu’au USA en 2002 ( 70, 79 ), avec une CMI50 de 0,125 mg / 1

.
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alors que notre étude quant a elle a rapporté 89,18 % de souches sensibles et
2,70 % de résistance.

Ces derniers chiffres ne sont pas trés €loignés de celui que nous avons
trouvé a Barcelone, soit une souche résistante sur cent ( 46 ), et la résistance est
inductible. Comme elle I’a été au Canada ( 34 ) sur 20 souches, 18 ont montré
une résistance inductible et les 2 une résistance constitutive.

La résistance a la clindamycine sur les souches de streptocoque A est
restée exceptionnelle. Cette molécule est une alternative dans le traitement des
infectians a S. pyogenes dues aux souches résistantes aux macrolides chez des
patients qui ne peuvent pas étre traités par des béta-lactamines.

Néanmoins , des cas de résistance élevée ont été observés a Taiwan ( 83 ) (

30,22 %).

IT1-4- Comparaison de ’activité des molécules testées

Tous les travaux réalisés aux USA ont révélé que la télithromycine a été
plus active que I’azithromycine contre toutes les souches sensibles aux
macrolides ; de méme, elle a été aussi active sur un grand nombre de souches
résistantes aux macrolides.

L’activité de la Iévofloxacine a été comparée aux alternatives non
fluoroquinolones utilisées dans les infections du tractus respiratoire.

Les résultats confirment que 1’impact écologique de la lévofloxacine est
moindre visiblement qu’avec une association aux comparateurs non
fluoroquinolones ( 1 ).

Apreés avoir connu un intense intérét, I’émergence de souches résistantes,
les effets secondaires contre-indiquant son utilisation chez la femme enceinte et
I’enfant en période de croissance a fait diminuer la prescription de la

tétracycline. Cependant du fait de leur activité, les tétracyclines sont restées les
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molécules de référence dans le traitement des chlamydioses et des rickettsioses,

ainsi que dans les infections entériques de type choléra ou shigelloses.

I11-5- Prise en charge des infections respiratoires et ostéo-articulaires

I11-5-1- Aspects curatifs

Avant toute thérapie, le choix de I’antibiotique doit tenir compte de trois
données :

- identité de la bactérie

- profil de sensibilité du germe vis-a-vis des antibiotiques

- siege de I’infection

Une fois le diagnostic posé et I’étude de la sensibilité faite, il sera ainsi
nécessaire pour avoir une guérison de choisir parmi les antibiotiques actifs testés
le traitement le plus bactéricide.

Les streptocoques A ont des caractéristiques expliquant leur haut taux de
sensibilité vis-a-vis des familles d’antibiotiques, a savoir les kétolides,
macrolides et béta-lactamines.

Streptococcus pyogenes résiste a la tétracycline qui a une activité tres faible
sur nos souches. Cette résistance tient essentiellement a nos habitudes

thérapeutiques et a un mauvais usage de cette famille d’antibiotiques.

I11-5-2- Aspects préventifs

Malgré que certaines personnes soient porteuses du streptocoque A sans
développer en fait de pharyngite, elles ne joueraient pas un role de premier plan
dans la propagation de ce germe. Néanmoins, elles doivent recevoir un
diagnostic et étre traitées dans les situations suivantes :

- en présence d’antécédents familiaux de fievre rhumatismale

\"‘-
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- durant une épidémie de fievre rhumatismale dans la communauté

- et surtout si un probléme de streptocoque inquiéte dans la famille.

Concernant les infections de la peau et des tissus mous, une bonne hygiéne
est une fagon de prévenir ces types d’infections. Un bon nettoyage des coupures
et éraflures avec de I’eau, du savon et I’utilisation d’un antiseptique
contribueront aussi a la prévention.

Quelqu’en soit I’origine des plaies ( plaies issues d’une morsure ou abces ou
plaies post-opératoires ), il est préférable de consulter un médecin avant toute

aggravation.
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RECOMMANDATIONS
Identification

L’implication du streptocoque A dans les pathologies ( citées ci-
dessus ) a été faite au moyen de deux méthodes simples et rapides, réalisables a

un temps réduit, a savoir la microplaque streptocoques CSB ( 24 h ) et le test au

latex.

Diagnostic

En dehors de la culture de gorge, le diagnostic des maux de gorge (
pharyngites et angines ) peut étre posé par un test rapide et simple, effectué au
cabinet du médecin. Ce test demande 10 minutes et permet de déceler le
streptocoque A dans environ 90 % des cas.

Cette derniere technique a tendance a supplanter la culture de gorge qui
dure 24 a 48 heures et en plus est délicate et peu appréciée par les patients.

Pour le moment, ce test n’est pas encore applicable dans notre pays. 11
existe également un indice de mesure des maux de gorge qui peut aider les
médecins a poser le diagnostic de pharyngite a streptocoque A. Le systéme de
mesure énumere quatre signes :

- la fievre

- les taches sur les amygdales

- Denflure et la sensibilité¢ des ganglions du cou
- la présence ou I’absence de toux

Chez les sujets qui ne présentent qu’un seul de ces symptomes ou qui n’en

présentent aucun, la probabilité d’une pharyngite streptococcique est de 10 %

et il n’est pas suggéré alors de culture de gorge.
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Si deux a trois des symptomes sont présents, il est suggéré de procéder a

une culture de gorge et d’attendre les résultats avant d’instaurer un traitement

antibiotique.

Si les quatre symptomes sont présents, il est suggéré de procéder a une

culture de gorge et d’administrer un traitement antibiotique.

Ce systéme convient mieux aux patients de plus de 15 ans et en I’absence

d’épidémie, nous rapporte la littérature.

Sensibilité

Pour la détermination de la sensibilité aux antibiotiques, la méthode de

diffusion en milieu gélosé offre plusieurs avantages parmi lesquels :

une facilité de réalisation et d’interprétation des résultats

un colt abordable et adaptable a la routine.

Actuellement, plusieurs travaux effectués par la méthode E-test et surtout
celle de la microdilution ont tendance a remplacer celle de diffusion en
milieu gélosé ( antibiogramme standard ).

Les auteurs de ces travaux ont approuvé et confirmé leur sensibilité,
leur facilité et leur reproductibilité.

[1 convient également de noter que malheureusement ces méthodes
ne sont pas utilisables en routine dans les laboratoires de microbiologie en
raison de leur cofit.

En cas de maux de gorge, les médecins doivent inciter leurs patients
a faire des prélévements de gorge et attendre les résultats de la culture de
gorge avant toute antibiothérapie pour plusieurs raisons :
d’abord, la plupart des gens ne souffrent pas de pharyngite ou d’angine a
streptocoque A et cet approche conservatrice face au démarrage du
traitement antibiotique fait en sorte que les patients qui n’en ont pas

besoin ne prendront pas de médicaments.

,
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- Ensuite, en prenant des antibiotiques alors qu’ils ne sont pas nécessaires,
peut contribuer au développement de souches bactériennes résistantes au

médicament.




CONCLUSION




CONCLUSION

Les infections respiratoires , de la peau et des tissus occupent une place
importante en pathologie, en raison de leur fréquence, leur négligence et surtout
de leur gravité.

Par conséquent, nous avons entamé ce travail dans le but d’étudier le
profil de la sensibilité des streptocoques béta-hémolytiques du groupe A sur
deux antibiotiques, a savoir : télithromycine et lévofloxacine.

[’antibiogramme standard a été utilisé comme méthode d’étude. Afin
d’évaluer Iactivité de la télithromycine et de la lévofloxacine, nous les avons
comparés avec quatre autres molécules : érythromycine, clindamycine,
pénicilline G et tétracycline.

Trente-sept ( 37 ) souches ont €té testées avec ces molécules et les
résultats sont les suivants :

- Toutes les souches ont révélé une bonne sensibilité ( 100 % ) avec la
télithromycine ; et il en a ét€ de méme pour la pénicilline G avec des
zones d’inhibition légerement différentes.

- La lévofloxacine a fourni 78,37 % de sensibilité et 21,62 % de sensibilité
intermédiaire.

- L’érythromycine a agi 100 % d’activité

- 89,1 % de sensibilité ont été notée avec la clindamycine contre 2,7 % de
résistance.

- La tétracycline a montré une inefficacité totale avec 100 % de résistance.

Avant toute antibiothérapie, le choix de I’antibiotique doit tenir compte
de trois données citées plus haut ( identité bactérienne, profil de sensibilité et
siege de I’infection).

Cette étude a permis non seulement d’avoir une approche des
antibiotiques avant toute prescription , mais aussi de déceler les souches

résistantes.
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Cette résistance concerne surtout les cyclines et cette observation a été
faite depuis un certain nombre d’années. Cette famille des cyclines perd de plus
en plus sa p]ace' en thérapeutique des infections respiratoires.

Et pour remédier a cette situation, de nouvelles molécules ont été mises au
point : la télithromycine et la lévofloxacine.

La sensibilité de ce nouveau kétolide reste identique dans toutes les
affections et se positionne a I’état actuel de la science en premiére ligne du fait
de son spectre antibactérien plus large que celui des macrolides, béta-lactamines
et méme les fluoroquinolones.

Quant a la sensibilité de la lévofloxacine, elle varie suivant les affections.
Elle occupe une place importante dans la thérapie respiratoire. Par contre, pour
les infections cutanées, il est difficile d’évaluer ou se situe cette molécule dans
I’arsenal thérapeutique puisqu’aucune étuden’a comparé jusqu’a aujourd’hui son
efficacité par rapport au traitement de premiere ligne.

Dans le but de maintenir stable le taux de sensibilité de la télithromycine
et de la lévofloxacine , nous invitons surtout :

- les médecins a un bon usage de ces molécule afin d’éviter I’apparition de
souches résistantes, de discuter leur indication avant toute prescription ;
- les biologistes de les tester constamment et de faire connaitre leur

efficacité aux premiers.
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