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INTRODUCTION




Les infections respiratoires font partie des patb@s infectieuses les
plus fréquentes et représentent une cause impertdat morbidité et de
mortalité. Parmi ces infections, les infectionspieatoires aigués des voies
hautes de I'enfant sont les plus fréquemment renées en consultation

pédiatrique, elles constituent un probleme de sauipéique.

Les infections des voies respiratoires supériesoes un terme général
pour désigner un groupe hétérogene de maladieeaysar de nombreux
agents étiologiques qui affectent la muqueuse degsv respiratoires
supérieures, y compris la cavité de l'oreille moyeert des sinus para-nasaux.
Elles sont a 80 % d’origine virale et sont sodveprédisposées a des
complications bactériennes. Dans ce cas, les pangi symptdmes de ces
infections sont : I'obstruction nasale, I'écoulemdas éternuements, les maux
de gorge, la toux et la fievre souvent modérée.

L’épidémiologie bactérienne de ces infections etminée par les germes
pathogenes tels queHaemophilus influenzae, Streptococcus pneumeoniae
Streptococcus pyogenes Moraxella catarrhalis

La prise en charge de ces infections bactériepagse par un diagnostic et

une antibiothérapie adaptée et efficace.

Le diagnostic biologique de ces infections esélms une bonne méthode
de prélevement et d’identification. Pour ce faiteyécessite des techniques de
laboratoire bien codifiées afin de donner des tawufiables et précis, pour une

meilleure prise en charge.

L’identification de ces germes se fait par des mwe#ls spécifiques.
Plusieurs études ont en effet été réalisées dasere 1, 2, 3, 4, 5, 6]. A
'issue de ces études, des algorithmes d’ideatibn validés dont les
techniques décrites et utilisées pour la plupapuis de nombreuses années ont

été proposées. Ces méethodes d’identification ansékectionnées en raison de



leur utilité, de leur facilité de mise en ceuvr@eteur reproductibilité dans nos
laboratoires. Cependant, ces méthodes telleméistas en routine dans nos
laboratoires, ne font plus I'objet de contréle tgeux et permanent comme il
se doit dans un systeme de qualité sanitaire. @eavant expliquer les

difficultés de prise en charge de ces infectiorss vin diagnostic pas toujours

fiable.

La validation n’est cependant pas une opération’quesffectue une fois
pour toutes. Chaque laboratoire doit apporter éauype que la méthode utilisée
est maitrisée en interne. Car méme les méthodasal’@ormalisées doivent

étre validées.

Notre étude s’inscrit dans ce cadre et a pour bsbldr les germes a
I'origine des infections respiratoires aigués haute I'enfant et de valider les
méthodes d’identification de ces germes selonligs’'esont utilisées dans nos

laboratoires.
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|. Particularités anatomiques et physiologiques
des voies aériennes supérieures de I'enfant

Les voies respiratoires supérieures encore appebées aeriennes hautes
ou extra -thoraciques sont constituées d’'une siérieavités et conduits a travers
lesquels circule I'air du nez et/ou de la bouclsgjuaux poumons favorisant le
renouvellement cellulaire et tissulaire en oxyggfje

L’anatomie des voies aériennes chez le nouveaenh&hez I'enfant
dépend étroitement de la croissance cranio-fadiadiase du crane est alignée
sur un plan quasi-horizontal qui prend une formecewe vers le bas au cours
de I'enfance. Ceci explique en particulier la positinitiale haute du larynx et
le rapport étroit entre I'épiglotte et I'extrémitdérieure du voile du palais [7].

Les différentes structures retrouvées sont (Figure

- La cavité nasale

- La cavité orale (bouche)

- Le pharynx

- Le larynx
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sinus

cavité nasale

Avant
bouche

%lan{ies A.
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cavum
oropharynx
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larynx

xufaeyd

trachee msapage

Figure 1 : Coupe para sagittale des voies aériennes supeEsifai].



|.1. La cavité nasale

A la naissance, toutes les structures endonasaldsen placeret
sont tres étroites chez le nourrisson. Elles géatlau volume des carnets qui,
encombrés, ne permettent pas au méat moyen d@aidnnel. kefnez est
formé d’une saillie sur le tiers moyen de la hauthila face d'ou il gonstitue la
partie initiale des voies respiratoires. C'estdat@ d’entrée et de sortie de l'air.
Il est constitué [8] :

- d'un squelette qui comprend la partie oSseusehaurt, formée au
milieu par les os propres du nez, sur les cotédeparaxillaire supérieur et la
partie cartilagineuse, un peu plus en bas donnanea son aspect pointu. Les
cartilages et les os du nez sont recouverts delasisc

- de deux fosses nasales qui comprennent une patéeieure s’ouvrant
a I'extérieur par les deux orifices des narinegnet partie postérieure s’ouvrant
par deux orifices, les choanes dans le‘rhinopharynx

Les deux fosses sont séparées par la cloisonlagargduse en avant et
osseuse en arriere. La paroi supérieure des fozzemles est tapissée de
muqueuse dite pituitaire ou se trouvent les celglensorielles olfactives. Cette
paroi est formée de l'osethmoide qui sépare lssef® du lobe frontal du
cerveau. Cependant, la parol externe de chaques fpegte trois saillies
osseuses allongées d’avant en arriere : les canfétgeur, moyen, et supérieur

recouverts de muqueuse. (Figure 2) [8].
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Figure 2 : Coupe para sagittale de la cavité nasale [62]

|.2. La cavité orale

La bouche est une cavité du visage qui permet égalel’entrée et la
sortie d’air surtout en cas d’obstruction du naz pkus des fonctions digestives,
elle assure aussi une fonction respiratoire et atore. La bouche communique
en arriére avec le pharynx par I'isthme du gosierst lubrifiée par les glandes
salivaires.

Elle est limitée en haut par le palais, en badgatancher buccal formé
essentiellement de la langue, latéralement et antguar les arcades dentaires
gui comprennent les gencives et les dents, I'enkereloouvert par les joues et

les levres [8].

|.3. Le pharynx

C’est un conduit musculaire et membraneux allanfodd de la bouche a
I'entrée de I'cesophage. Il correspond a la gorgeoaiprend trois étages. De

haut en bas, on trouve le nasopharynx, I'oropharghxX’nypopharynx. Le
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nasopharynx fait partie des voies respiratoiresrdpharynx et 'hypopharynx
constituent les lieux ou les voies aériennes atgliges supérieures se croisent.

Les muscles du pharynx sont soit constricteurs gé@vateurs [8].

|.4. Le larynx [9]

Organe de [a phonatipn situé dans le cou, enfrbdeynx et la trachée. Il
s’élargit avec l'age de I'enfant. Pour éviter lesgage des aliments dans les

poumons, le larynx est surmonté d’un clapet apgpiglotte qui I'obstrue lors
de la déglutition et se releve lors de la resmratiSa paroi est tapissée de
muscles recouverts d’une fine muqueuse.
Dans sa forme extérieure, le larynx est une sateytindre creux et rigide en
avant de I'hypopharynx. Dans sa forme intérieuregpmprend 3 parties :

- la partie sus-glottique dont la cavité s’appélgestibule

- la partie moyenne de la glotte

- la partie inférieure sous-glottique.

|.5. L’oreille moyenne

Elle comprend la caisse du tympan qui est ouventdespharynx par la
trompe d’Eustache permettant le drainage physiqlagidu mucus sécrété dans
I'oreille moyenne (figure 3). Chez le nourrisson ttampe d’Eustache, est
courte et béante, sa muqueuse est épaisse ettiom est placé en arriére du
cornet inférieur, sur un méme plan que le palasews. A l'age de 3ans,
I'orifice de la trompe d’Eustache sera situé enéeagrde la queue du cornet
moyen [7]. L'oreille moyenne est tapissée par unaqueuse de type
respiratoire ciliée [10] et contient de petitesitas/creusées dans la mastoide.
Entre le tympan et la fenétre ovale, sont situg@s trsselets, successivement le

marteau, I'enclume et I'étrier (figure 3).
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Figure 3 : Coupe frontale de I'oreille [63]



lI. Infections respiratoires aigués hautes d’origine

Bactérienne

Les infections respiratoires aigués hautes d’oeidiactériennsont des
affections autolimitées avec une durée moyenne-ti@ jpurs et un excellent
pronostic [11]. Elles surviennent tout au long deges aériennes supérieures
apres prolifération des germes responsables. Zamgjorité des cas, il s’agit
d’'une surinfection bactérienne compliquant génémalg® une affection virale

préexistante.

Le probleme majeur lié a I'infection respiratoingwé se situe dans les
pays en développement et concerne beaucoup plusnfasts. Les facteurs
favorisants sont: I'environnement climatique (suttée froid), I'hygiene de
I'habitat, la promiscuité, parfois le tabagisme fiigah) la malnutrition. La
pauvreté de certaines populations contribue auksggravation de la situation
[12, 13].

Les pathologies infectieuses des voies aériennpérisures les plus
fréquentes sont :

- les rhinopharyngites

- les angines

- les laryngites

- les rhino sinusites

- les otites moyennes
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II.1. Principales infections respiratoires aigués autes

1I.1.1. Les rhinopharyngites aigués

Les rhinopharyngites représentent un probleme di saublique du fait
de la fréquence des consultations médicales, deschgtions, des jours
d’absentéisme scolaire ou d’arrét de travail etnedés colts induits par cette
pathologie [14,15].ll s'agit de la premiére pathologie infectieusel’dafant et
de la premiere cause de consultation en pédiatrie.

La rhinopharyngite aigué est une inflammation aiguépharynx (cavum
et fosses nasales) [16]. Elle s’Taccompagne souVene fievre généralement
modérée [17]. Ses complications bactériennes stbgiques et sinusiennes
dues aux germes tels quBtreptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae

etMoraxella catarrhalig[15].

[I.1.2. Les angines aigués

L’angine est une inflammation des amygdales (amijtgdaigue), voire
de I'ensemble du pharynx [18]. Elle est retrouvBezcl’'enfant de 4 a 15 ans.
Le diagnostic est porté sur 'examen de l'oropharyres amygdales sont le
plus souvent rouges et augmentées de volume (adgytteemateuse ou angine
rouge qui est fréquente chez I'enfant 25%-50% sigTcique) [18].

Dans environ 20% des cas la cause est bactérit@hele streptocoque
B-hémolytique du groupe A(SGA) est de loin le plosgtient puisqu'il est a
l'origine de 80% des angines streptococciques §0¢onstitue la premiére
cause bactérienne des angines [21]. Les anginé@rieanes autres que celles
du SGA sont rares. [22]

Les angines aigues peuvent se compliquer d’infestidocales ou
d’'infections dites post-streptococciques, c'estds du rhumatisme articulaire

aigu (RAA) et de la glomérulonéphrite aigue (GNA).
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11.1.3. Les laryngites aigués

La laryngite est une inflammation et un rétrécissetmdu larynx tres
fréquents chez le jeune enfant de moins de 5 aw i elle peut entrainer une
géne respiratoire, voire l'asphyxie par obstructides voies aériennes
supérieures. On distingue la laryngite épiglottique est une inflammation
d’'origine bactérienne située au-dessus de la gla@test la plus grave et la
représentation clinique est faite de : fievre ée\difficultés a avaler la salive,
géne respiratoire intense [8].

Les bactéries responsables sortaemophilus influenzasurtout [20],

Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenept@toecus pneumoniae.

11.1.4. Les sinusites aigués

Environ 20 millions de cas de sinusite bactériermigué (SBA)
surviennent chaque année aux Etats-8423]. Elle est définie comme étant
une inflammation aigué de la muqueuse des sinuk dace due soit a une
infection des fosses nasales, soit a une infeatienla racine d’'une dent
supérieure, et survenant parfois dans un contextdidopharyngite aigué [8].
Chez I'enfant, c’est une pathologie liée au dévedmpent progressif des cavités
sinusiennes.

La forme aigué séveére est évoquée devant une feapérieure a 39 °C,
des céphalées, une rhinorrhée purulente et panfoedeme périorbitaire [24].
L’ethmoidite aigue extériorisée est la principatanplication sinusienne des
rhinosinuso pharyngites aigués chez le nourrisspohez le jeune enfant. Elle
est rare mais grave [25].

En général, la sinusite bactérienne aigué passen atraés faible
pourcentage de risque d'infection secondaire hanté&g causée par des
bactéries aérobies telles queStreptococcus pneumonjaeHaemophilus
influenzag ouMoraxella catarrhalis[26,27].
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11.1.5. Les otites moyennes aigués

L’otite moyenne aigué (OMA) est une inflammatiogus associée a un
épanchement purulent dans la cavité de I'oreillgenae (la caisse du tympan).
C'est linfection bactérienne la plus fréquente zhke nourrisson. Elle
représente un motif majeur de consultation en peéelifl0]. L'épidémiologie
bactérienne des OMA est dominée paemophilus influenzaget Streptococcus
pneumoniag28, 29, 30].

Elles peuvent se compliquer en entrainant uneofditd, une méningite

ou une paralysie faciale, voire méme une bactéeemi

II.2. Les principales bactéries

Tableau | : Principaux germes responsables d’infection regpres
aigués des voies aériennes supérieures

Tableau clinique Germes responsables

Rhinopharyngites Streptococcus pneumoniae, Haemophilus
influenzae,Moraxella catarrhalis

Angines aigues Streptococcus pyogenes, Haemophilus influenzae

Otites moyennes Streptococcus pneumonid¢éaemophilus

sligllzs influenzae, Moraxella catarrhalis, Streptococcus
pyogenes,

Laryngites aigues Haemophilus influenzae, Streptococcus

pneumoniae, Streptococcus pyogenes.

Les sinusites aigues Streptococcus pneumoniablaemophilus

influenzae Moraxella catarrhalis
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11.2.1. Streptococcus pneumoniae

11.2.1.1. Caracteres bactériologiques [31]

Streptococcus pneumonia@partient a la famille deStreptococcaceae,
au genreStreptococcus Ce sont des cocci lancéolées, a Gram positif de
diametre inférieur a 2 um, immobile et asporul@&sli groupé en diplocoques ou
en courtes chainettes. C’est une bactérie comneerded voies aeériennes
supérieures (rhinopharynx).

Il pousse sur gélose au sang de mouton ou de ckeual atmosphere
enrichie a 5-10 % de GOCe milieu est généralement incubé a 37°C pendant
24h. 1l se présente sous formes de colonies denllisses, a bord réguliers,
transparentes, et a surface bombées, entourées zbne d'hémolyse partielle
(dite de type alpha) avec verdissement du milieei.g€rme est dépourvu de
catalase et d’oxydase, sensibles a I'Optochinéaatdyse en présence de sels

biliaires.

Structure antigénique

Sa particularité est que sa paroi constituée dédugilycane et d'acide
lipoteichoique possede une capsule polyosidiqueesfuiin déterminant majeur
de sa virulence. Différents antigenes de ces potysaides sont la base de leur
identification, il existe environ 90 sérotypes immlogiques différents [32]
dont 23 sont considérés comme pathogenes [20]aiGersérotypes (23F, 19F,
6B, 14) sont souvent rencontrés dans la populatosont souvent associés a

une résistance aux antibiotiques [16].
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[1.2.2. Streptococcus pyogenes

11.2.2.1. Caracteres bactériologiques

Streptococcus pyogenappelé streptocoque béta-hémolytique du groupe
A appartient a la famille deStreptococcaceaet au genrétreptococcud! est
surtout recherché dans les prélévements de goaged(angine) [33]. C’est un
coccus de taille et de forme irrégulieres, a Gramsit, groupé en chainettes
plus ou moins longues et flexueuses, immobile, adapasporulé [33].

C'est un germe exigeant qui ne pousse pas suruxilee culture
ordinaires mais plutdt sur ceux additionnés de rséow de sang frais. Sur
bouillon, il pousse en donnant des flocons et ypbtdéu fond du tube di aux
longues chainettes rappelant la mie de pain. Sosgéu sang ordinaire (GSO
ou GSN), on observe de petites colonies grisatrasslucides, en grain de
semoule, entourées d'une zone d'hémolyse totdake dditype hémolyse béta).
Cependant, les autres streptocoques donnent unayseénpartielle (hémolyse
alpha) ou ne donnent pas d’hémolyse. C’est unéimanaérobie mais aérobie

tolérante dépourvue de catalase. [31]

Structure antigénique

Le streptocoque du groupe A possede la protéinauiMest le principal
antigene de la paroi expliguant sa virulence etrésistance lors de la
phagocytose. Les anticorps anti-M conferent aussi inmunité durable et
protectrice. Il existe plus de 60 types différediantigene M. Il sécrete des

substances telles que les hémolysines O et Sefatatinaseyne protéase [33].
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11.2.3. Moraxella catarrhalis[2,5]

11.2.3.1. Caracteres bactériologiques

C’est un diplocogue Gram négatif aérobie strictaafgnant a la famille
desMoraxellaceae

M. catarrhalispousse sur gélose nutritive notamment sur gélosaag
cuit a température optimale de croissance de 36-3&t a une durée
d’'incubation de 24 a 48 heures sous atmosphere @Qu A&pres culture on
observe des colonies a surface rugueuse rosatreareorm opaques, de
consistance friable. Elle produit une réaction lea& et oxydase positive et
n'acidifie pas les sucres, ce qui est essentiel [@diagnostic différentiel avec

le méningocoque et le gonocoque

Structure antigénique

Cette bactérie possede des facteurs de viruleigque :

- la capsule qui n’est pas évoquée directement ldgpethogénicité.

- les lipo-oligosaccharides (LOS) ou lipopolysacdies (LPS) font
partie des constituants de la membrane exterrentayne activité
endotoxinique, et jouant ainsi un role dans la pgdénicité et la virulence. La
caractérisation immunochimique des déterminantg@métiques des LPS par
des anticorps monoclonaux a confirmé la présenagthrminant Gal-alpha-(1-
4)-Gal dans le lipopolysaccharide.

- Iimmunoglobuline A protéase qui lui permet de protéger de la

présence locale des IgA sécrétoires spécifiques.

16



11.2.4. Haemophilus influenzae

11.2.4.1. Caracteres bactériologiques

C’est un petit bacille a Gram négatif (1-2 x 0.3 polymorphe aéro-
anaerobie, immobile et parfois capsulé (facteuemajle virulence).

H.influenzaeest trés fragile, c’est une bactérie exigeante ppur sa
croissance neécessite des facteurs présents daasdetels que : le facteur X
(hémine qui est une coenzyme de plusieurs enzyesgiratoires), le facteur V
(le NAD). Ces facteurs X et V permettent égalentEntistingueH.influenzae
deH.parainfluenzaeui ne requiert que le facteur V. [34,35].

Elle posséde une catalase et une oxydase ; efteerée le glucose, le

maltose, le ribose et la xylose mais pas le lactosesaccharose.

Structure antigénique

Elle possede des antigenes somatiques et 6 argigeapsulaires de
nature polyosidique permettant d’avoir les sérosype, b, c, d, e, f. Le sérotype

b est le plus répandu.

11.3. Diagnostic microbiologique des infections

respiratoires aigués hautes de I'enfant.

Le diagnostic est déja orienté par le type de pedieent et la nature de
I'infection. L’identification au niveau de I'espeaun germe pathogene est
presque toujours suffisante. Les méthodes de dstignohoisies doivent étre
rapides, informatives afin d’assurer une identtfmala plus rapide possible et
de pouvoir proposer un diagnostic présomptif quetguneures apres le

prélevement.
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La démarche diagnostique se fait globalement entapeé : diagnostic
d’'orientation, diagnostic d'espece et déterminatiode marqueurs

épidémiologiques utiles au traitement

- Le diagnostic d’orientation [36]
Il commence par 'examen direct du prélevementwguguider le choix d’'une
méthode d’isolement et permettre de donner les ipremésultats au clinicien
pour la mise en route d’'un traitement. Pour cestgiarmes, il sera préférable
d'utiliser directement les méthodes moléculaireserrfes difficilement
cultivables)
Sur les milieux d’isolement, il est important depéeer les colonies dont
I'identification devra étre poursuivie. Il est nésaire au cours de cette étape de
connaitre les caracteres morphologiques des caldwaietériennes sur culture et
de distinguer les germes pathogenes des germesamsanx. En fonction du
type de prélévement, des milieux de culture spoif$ et sélectifs doivent donc
étre ensemences.
L’étape suivante consiste a classer dans un tax@ouche considérée comme
pathogene grace a des marqueurs fiables et rapigleis reposent sur des
caracteres : structuraux (Gram, mobilité) ; métiajoels (test unitaire : oxydase,
catalase, coagulase) ; culturaux (type d’hémolysantigéniques (Slidex Staph

plus®) ; voire moléculaires (sonde nucléique, PCR).

- Le diagnostic d’espéece [36]
Il est réalisé sur un plus grand nombre de marguelisgnostiques bien
standardisés et des trousses diagnostiques perftasnaxistent (ex : Api
system)
La nature des tests d’identification a pratiqugvesh du groupe bactérien dans

lequel le diagnostic a été orienté. Ceci soulev@lie primordial du diagnostic
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d’orientation et suppose que celui-ci ait été baemduit sinon ['utilisation
d’'une galerie peut aboutir a une impasse ou a uearadiagnostique.

Les étapes du diagnostic microbiologique sont lsasaele prélevement
et les méthodes d’identification.

= Le prélevement

Les prélevements doivent étre entrepris stérilenenplacés dans des
récipients stériles, généralement des écouvillons.
Il est fonction du site de I'infection [37]
- Angines et rhinopharyngites : par écouvillonnatgs amygdales et/ou du
rhinopharynx
- Sinusites : par aspiration du liquide de drainsigasien
- Otites moyennes : par aspiration ou écouvilloenauy Liquide de paracentese
ou d'otorrhée en cas de perforation tympanique
- Otites externes : par Ecouvillonnage du conduakitef externe
Il faut les étiqueter et les renseigner.
Le prélévement doit étre conditionné dans un mitleutransport comme me
milieu de Stuart Amies [11] et doit étre rapideinecheminé au laboratoire. Il

peut étre conservé a une température de 5°C [88]45C [39]

= Méthodes d’identification phénotypiques [36]
Examen direct.
L’examen direct peut étre a lui seul tres infordfptur le clinicien, et méme
suffisant dans un contexte d’'urgence (mais restaainfirmer).
L’examen au microscope du prélevement aprées caorate Gram permet

d’apprécier la morphologie (cocci ou bacilles)mabilité et le Gram.

19



Etude macroscopique des colonies

L’intérét porte sur : le développement de la baetét son isolement (obtention
d’'une culture pure), ses caractéristiques cultarale

Cela nécessite de regrouper des conditions d’atnéosp(aérobie, anaérobie,
enrichi en CQ), de température et de culture favorable au dépelment
microbien.

Le type de gélose ensemencé repose sur les intfomsale I'examen direct ou
sur demande spécifique du clinicien.

Ainsi, des milieux ordinaires et sélectifs peuvéme utilisés [2].

Elle repose sur I'’Aspect des colonies : forme,taon relief, couleur, odeur,

type d’hémolyse

Tests unitaires

lls peuvent étre mis en ceuvre soit directemenupksation de substrats sur la
gélose d’ensemencement (Test de lyse par la ls@@), secondairement par
prélevement de colonies sur la culture.

Associés aux renseignements obtenus par I'exameactdiet I'aspect des
colonies sur les différentes géloses utiliséestarer peuvent suffire a

I'identification du genre voire de I'espéece.

Galeries d'identification - Systeme API

Elles utilisent le méme principe que les techniqubmchimiques
conventionnelles d’identification des bactériede&lse présentent sous forme
de cupules préte a I'emploi contenant le substyapHilisé nécessaire aux
différents tests biochimiques. Miniaturisée enhdtadisée, les galeries API ont
'avantage de standardiser les caractéres biochasiqrecherchés pour
ameliorer la reproductibilité inter laboratoire @minant le choix subjectif des

tests « importants » pour la caractérisation, ellestent la variabilité

20



technique. Et Leur utilisation est simple. Le rermths résultats repose sur le

principe de l'identification numérique.

= Méthodes immunologiques [36]
Elles sont basées sur la réaction d'un anticorpicigue vis a vis d’un
antigene du corps bactérien, d’'un antigene solohbl@’une toxine. Elles ont
I'avantage d’étre rapides et spécifiques. Ellesvpatimanquer de sensibilité,
on peut alors les associer a une autre méthodegogumenter la sensibilité. Ce
sont globalement des techniques codteuses.
Agglutination au latex
PneumocoqueStreptococcus pyogenes, Haemophilus influgn@iection de

I'antigéne polysaccharidique des Streptocoques.)

l1l. Validation de la méthode d’identification

Selon la norme ISO/IEC 17025 version révisée dé 2l@0validation est
la « confirmation par examen et apport de preuaegibles que les exigences
particuliéres pour un usage specifique prévu satmfaites» [40]. Le travail de
validation doit satisfaire a remplir les exigenas I'accréditation pour une
démarche de diagnostic microbiologique. Plus lesséquences d'un résultat
sont importantes, plus I'effort pour en assurequalité doit étre important. La
validation consiste donc a vérifier la performande la méthode et sa

conformité a des normes [41].

La validation de méthode microbiologique est d’'umaportance
particuliere. La variabilité des méthodes peut éttabuée principalement aux
deux aspects suivants :

- la nature intrinseque du microorganisme vivantppssede une grande

capacité de variation génétique et de mutation.
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- les outils de détection et de dénombrement deomiganismes par des
techniques conventionnelles, qui impliquent ['stliion de substances
biologiques variables, tels que les milieux de wmelt ou les réactifs

biochimiques [2].

[11.1. Procédure de validation

Elle suit la démarche de la méthode, ses -caraiéls, ses
performances, et ses limites d’acceptation. Eltecemplétée par des données
statistiques. La validation de l'identification desuches passe par le calcul des
probabilités [2].

Des tables diagnostiques contiennent pour chaspgce [36] :

- la probabilité de positivité notée f dans le cada réponse de la souche
aux différents tests est positive.

- la probabilité de négativité notée 1-f si laoBpe de la souche aux tests
est négative.

Ainsi, on définit :

- la probabilité absolue comme étant le produit dakews donnant la
fréequence théorique de la souche.

Probabilité absolue = f x (1 — f) x ...produit des valeurs obtenues pour
chaque espéce.

- la probabilité relative ou la probabilité dapparance a l'espece

comme étant le rapport de fréquence théorigue ausdmme des

fréequences théoriques pour chacune des souchesisssuna la

comparaison.

Probabilité absolue
Probabilité relative = -----------=-m-mmm oo x 100
Somme des probabilités absolues
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I11.2. Parametres de validation

Les parametres qui rattachent ala validation de la démarche

diagnostic sont les suiva :

II1.2.1 Répétabilité

C’est la mesure de résultats au sein d’un mémerddice lorsque |
méthode est répétée par le méme opérateur dangless conditions, c’e-a-
dire avec le mémenatériel, les mémes réactifs, et dans un courtvialie de
temps. Pour la déterminer, il faut au préalableudal la moyenne et la varian

entre chaque essai, en utilit les formules ci-dessous [2,41] :

— 1] X
X=—>» X
R

X est la moyenne arithmétique des observations

X, est une observation individuelle

N est le nombre d’observations

X l N .
S.’ _ (Afi _)()2
NG

S* est la variance des observations. Elle détermine la variabilité autour de la moyenne

II'1.2.2 Reproductibilité

C’est laprécision de la méthode lorsqu’elle est appliquéesddes conditior
différentes, généralement dans les laboratoireg®rdiits, a des échantillo
distincts, théoriguement identiqueslevés sur le méme lot homogede
produit a analyser [41].

Cesdeux parametres font partie des formes d’expresdmna fidélité qu
correspond a I'étroitesse de 'accord entre lesltg@s obtenus en appliquant
procédé expérimental@usieurs reprises ds des conditions déterminée?2].
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DEUXIEME PARTIE :
TRAVAIL EXPERIMENTAL
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|. Cadre d’étude

Cetteétude prospective a été réalisée de décembre 2611 2012 dans
L’'Unité de Recherche et de Biotechnologie Microbiendu laboratoire de
bactériologie-virologie de I'H6pital Aristide Le Dtec de Dakar (HALD) en
collaboration avec le service d’Oto-Rhino-Laryngpéo (ORL) de I'Hopital
Fann et de I'H6pital d’Enfant Albert Royer de DakBEAR).

Il. Objectifs de I'étude

Notre objectif était d’isoler les germes tels dd@emophilus influenzae,
Streptococcus pneumonia&treptococcus pyogenes Moraxella catarrhalis
d’isoler les germes a l'origine des infections respires aigués hautes de
I'enfant et de valider les méthodes d’identificasale ces germes selon qu’'elles
sont utilisées au laboratoire de bactériologielgg® de I'Hbpital Aristide Le
Dantec de Dakar (HALD).

l1l. Matériels et méthodes

111.1 Matériels

Matériels de prélevements
- Ecouvillons stériles
- Abaisse-langue
- Seringues
- Sonde
- Aspirateur
- Gants
- Otoscope

- Glaciere
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- Réfrigérants
Matériels d’isolement

- Anse de platine

- Boites de pétri

- Bec Bunsen

- Gélose au sang (trypticase soja ou ColumbiaGrgSle mouton ou
Sang de cheval)

- Polyvitex®

- Jarre d’incubation

- Bougie (Générateur de GO

- Etuve a 37°C

- Autoclave

Milieux, réactifs et consommables d’identification

-Lames porte-objet

- Violet de Gentiane — Lugol - Alcool 95° - Solutide Fuchsine
- Microscope optique

- Pipettes Pasteur

- Peroxyde d’hydrogene 3 %

- Batonnets

- Disques d’optochine

- Désoxycholate de sodium 10 %
- Slidex pneumo kit®

- Disques de Bacitracine

- Slidex Strepto A®

- La galerie Api NH®

- La galerie Api 20 Strep®

- Disques de facteurs X, V, X+V
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- Bandelette d’oxydase
- Gélose Muller-Hinton (MH)
- Bouillon hyper salé (BHS)

- Bile esculine

Matériels de conservation des souches

- Cryotubes (tube Nunc®)
- Bouillon cceur-cervelle + glycérol

- Lait écrémé

[11.2 Méthodologie

111.2.1 Population d’étude

Elle concerne les enfants agés de 2 mois a 15eguos en consultation
externe a I'hépital Fann et HEAR atteints de paibws telles que la rhinite
aigué, la sinusite aigué, l'otite moyenne aigué,rianopharyngite aigués,

I'angine aigué.

111.2.2 Modalités de prélevement

[11.2.2.1 Enregistrement des patients

Nous procédions a une petite enquéte dont nousrti@ps les réponses
sur la fiche d’enquéte. Les notions telles gaeldte, I'heure du prélevement,
le nom, le sexe, I'age du malade, le diagnostimédecin, rubrique pour la
prise d’antibiotique, le type de préléevement aef@itaient inscrites sur la fiche.

[11.2.2.2 Conditions de préléevement

Les prélevements étaient réalisés en respectamnédges d’asepsie et de
stérilité et en absence de prise antibiothérapie. étaient réalisés par
écouvillonnage a I'aide d’'un écouvillon stérileésence de 'accompagnant.
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111.2.2.3 Réalisation du prélevement

Le prélevement était réalisé en fonction de lalisation de l'infection
(gorge, nez, orellle...).

En cas de rhinopharyngites, le prélevement étaihlis& par
ecouvillonnage des fosses nasales (figure 4) dadgrge (figure 5) ; alors

gu’en cas d’angine, il était réalisé par écouvilage des amygdales.

Prélevement des fosses nasales

Ecouvillon

—— Fosse nasale

Figure 4: prélevement des fosses nasales

Prélevement de Gorge
Pour cela, le patient ouvrait grandement la bousbetait la langue et
prononcait le son « AAAHHH ». Avec un abaisse-lamga langue était

immobilisée.

Amygdale

_ Ecouvillon
Abaisse langue

Figure 5 préléevement de la gorge
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111.2.2.4 Transport des prélévements
Les écouvillons étaient transportés dans une gtacréfrigérée et

acheminés au laboratoire dans un délai maximumedhaure.

111.2.3 Examen bactériologique

Les écouvillons imprégnés de sécrétions étaienhatgés dans 0.5 ml

d’eau physiologique et homogénéisés a I'aide damex.

111.2.3.1 Examen microscopique

Examen direct

- Coloration de Gram

Un frottis était étalé sur une lame a partir dedidvillon imprégné de
sécrétions puis séché a l'air ambiant. La fixatohn frottis a été faite a la
flamme. Ce frottis était recouvert violet de Gemda (cristal-oxalate
d’ammonium) pendant 1 minute, puis rincé délicaten@el’eau du robinet et
enfin égoutté pour enlever I'exces d’eau. Enswtéradttis était recouvert de la
solution de Lugol pendant 1 minute, rincé délicartma I'eau du robinet et
égoutté. Le frottis était décoloré avec de I'alcéilylique a 95 % pendant 15 a
30 secondes. Enfin, ce frottis était recoloré futdsine pendant 1minute, rincé
a I'eau de robinet et séché sur papier buvard oursporte-lame a température

ambiante.

- Examen microscopique aprés coloration de Gram
A l'objectif x 100 avec une goutte d’huile a immers la lecture du
frottis coloré permettait d’apprécier laspect da [flore bactérienne

(morphologie et coloration) afin d’orienter la necche des germes.
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[11.2.3.2 Culture

111.2.3.2.1 Contrdle qualité des milieux utilisés

Controle de stérilité

Un échantillon de milieux a utiliser était incub&&uve a 37°C pendant

18 heures. L’absence de pousse bactérienne coitfgansterilité.
Contrdle d’efficacité

Une souche de référence était repiquée sur un étbrames milieux a
utiliser. Apres 24 heures d’incubation le milieaiétonsidéré comme efficace
si on notait une pousse bactérienne.

Les souches de référence utilisées étaient :

- H.influenzaeATCC 49247

- S.pneumoniadTCC 49619

Pour les autres souches nous avions utilisé desegetonserves et isolés

lors des recherches antérieures.

[11.2.3.2.2 Culture proprement dite

Différents milieux étaient ensemencés selon le gemcherché a l'aide
d’'une anse en platine. Ces milieux étaient :

- La Gélose Columbia + 5 % sang de cheval + acalielirique (GSN)
pour Streptococcus pneumoniae

- La Gélose Columbia + 5 % sang de cheval (GSOJ} pineptococcus
pyogenes.

- La Gélose trypticase soja + 5 % de sang de chewralyvitex® pour
Haemophilus influenzae.

- La Gélose trypticase soja + 5 % de sang de chawat Moraxella

catarrhalis.
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Ces milieux étaient incubés dans une jarre d’'intabaous atmosphére

anaérobie a 37°C.

111.2.3.3 Méthode d’identification

11.2.3.3.1Algorithme d’identification de Streptococcus pneumoniae

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

Ensemencement sur Colforation de GRAM

gelose Iu sang cuit ‘)\

Culture sur gélose au sang ardinaire ou sang - P
cuit : petites colonies rondes plates avec une Dlplocoquesl lanceoles
dépresslon centrale, transparentes, hémolyse _ Ou coccies en
g-viridans chainettes Gram positif
Test a la catalase : négatif

Test a l'oxydase : negatif
Test & la bile esculine : néaatif

I

Test de lyse par les sels bifiaires

Souche lysée par les
sels biliaires —
S, pneumonias

l

Test de sensibilité a I'optochine

(6mm, 5ug )

: b I I
I
Souche o Souche o i Souche o i i Souche non sensible |
hémolytique avec une hémolytique avec une i hémolytique avecune | | & l|'optochine = non |
zone d’inhibition = zone d’inhibition i zone d inhibition B > '

14mm de diamétre 9mm — 13mm de i

= S. pneumoniae diametre

|
Test d’agglutination au latex /Galerie Api Strep

Streptococcus pneumoniae

Figure 6 : Isolement et Identifications d&treptococcus pneumoniae [43]
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Réalisation des tests d’identification

Le prélevement était mis en culture sur milieu GiiNfut incubé a 37°C
sous CQ pendant 16-18 heures. Apres incubation, sur leemilGSN, on
observait des colonies rondes transparentes déarbpine hémolyse verdatre

type alpha.

Examen microscopique

Apreés coloration de Gram (a partir de la cultul@)ecture microscopique nous

révélait des diplocoques Gram positif lancéolédlaanme de bougie.

Test de catalase

Sur une lame étaient étalées quelques coloniesequcontact avec la goutte
d’eau oxygénée (peroxyde d’hydrogene) n'avaientgrasuit des bulles d’air
matérialisant 'absence de libération d’oxygéne.

Test d’oxydase

Le chlorhydrate de tétraméthyl-p-phényléne diamelore était oxydé en un
composé violet a noiratre par les bactéries quisgument le systeme
cytochrome C. A l'aide d'une pipette pasteur ou hé&tonnet en bois, un
fragment de la colonie était préleve et étalé s bandelette de papier-filtre

imprégneé. A l'issu de cela, nous n’avions pas olisde coloration.

Test de sensibilité a 'Optochine

Une colonie alpha-hémolytique était prélevée avew wanse stérile et
ensemencée en stries sur gélose au sang ordiBaseite, le disque imprégné
d'optochine de 6 mm de diamétre (contenant 5g diéyldrocupréine) était
déposé a I'endroit ou on avait débuté I'ensemenoéntnfin, le milieu était
incubé pendant 18 a 24 heures a 35 °C sous atmesptiée en CQ(crée par

la flamme de bougie). Sur la gélose incubée préugwmt, on observait une

32



zone d’inhibition ou halo clair autour du disqueogtochine de diametre

supérieur a 14 mm.

Test a la bile esculine

Les colonies alpha hémolytique prélevées a l'aidd’ahse étaient introduites
dans le milieu bile esculine sous forme de piqiatrale ; puis le milieu était
incubé a I'étuve a 37°C pendant 24 heures. Apresbition, le milieu était
resté intact. Il n'y avait pas de virage de coulearnoir, donc le test était

négatif.

Culture dans le bouillon hyper salé (BHS)
Quelques colonies de notre souche de référenanétaiises en suspension
dans le bouillon ; puis le bouillon était incubd'@&uve pendant 24 heures.

Apreés incubation, on n'observait pas de pousse.

Test de lyse par les sels biliaires

Une goutte de solution de désoxycholate a 10 % d@épiosée directement sur
guelques colonies de la souche. La boite de Batrg étre retournée et a moitié
ouverte était placée a I'étuve en aérobie a 37 é@dant une quinzaine de

minutes. Nous avions noté une disparition de cefgges colonies.

Test d’agglutination au latex (pneumo Kkit)

Sur 2 cercles difféerents d’'une carte d’agglutination déposait une goutte
d’eau physiologigue pour mettre en suspension geslagolonies prélevées a
I'aide de I'anse. Dans le premier cercle, on déjasne goutte de latex anti
pneumoniae (R1) tandis que dans le second cemlegposait une goutte de
latex témoin (R2). On mélangeait a l'aide de basbntes colonies en

suspension et le réactif latex et enfin, on faisaier la carte pendant environ 2
minutes. La lecture se faisait en bon éclairag@ dlapparition d’agglutination

(agrégation) des particules de latex bien visibles.
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111.2.3.3.2 Algorithme d’identification Streptococcus pyogenes

Prelevement chez des
patients suspects
(anging)

h 4

Ensemencement sur Colforation de GRAM
gelose au sang ordinaire

Culture sur gelose au sang ordinzire : fines B‘

colonies randes, transparertes, B- Coccies en ch;??pettes
hémolytiques Gram positif

Test a la cetalase : negatif

Test a l'oxydase : negatif

Test de sensibilité a la bacitracine

[ I

Souche 3- Souche 3-hémolytique
hemclytique sensible non sensible a la
i la bacitracine ba :

= §. pyogenes

'

Test d'agglutination

Aggutination avec
I"antisérum strepto A =
8 pvogeri=s

R

Galerie API STREP A

l

Streptococcus pyogenes

Figure 7 : Isolement et Identification d&treptococcus pyogenpk3]
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Réalisation des tests d’identification

Le prélévement était mis en culture sur GSO que ifcubait a 37°C
sous 5% de CO (produit par la bougie) pendant 18-24 heures. #pre
incubation, la lecture du GSO présentait des cebkfines, lisses, translucides
développant une hémolyse de type béta.

- Examen microscopique : apres coloration de Gram, I'examen
microscopique présentait des cocci Gram positipagés en courtes

chainettes.

- Test a la catalase df. S.pneumoniae)on notait I'absence de Bulles

d'air.

- Test a l'oxydase ¢f. S.pneumonige nous n’avions pas observé

d’oxydation.

- Test a la bile esculine ¢f. S.pneumonige lI'absence de virage de

coloration était notée.
- Test a BHS €f. S.pneumonige I'absence de pousse était remarquée

- Test de sensibilité a la bacitracine des colonies pures de Streptocoque
béta hémolytique étaient mises en suspension déeraaa obtenir une
turbidité égale a celle du tube 0,5 Mac Farlanthdculum était ensuite
ensemencé sur la gélose au sang ordinaire (GS@welle on déposait
le disque de bacitracine. Aprés 24 heures d’incabaf 37°C sous

atmosphere riche en Gn observait une zone d’inhibition.

- Test d’agglutination au latex (slidex streptoA®) :1l consiste a avoir
une agglutination visible a I'ceil nu, s’expliquapdér une réaction des
particules de latex sensibilisées par un antiséamtin-streptocoque A

avec le streptocoque A. Une goutte de latex enesisspn était déposée
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dans un des cercles de la carte d'agglutinatione dutre goutte de
I'extrait contenant 2 ou 3 colonies mise en suspenslans 0.4 ml

d’enzyme d’extraction était également déposée danwéme cercle a
cOté de la goutte de latex. A I'aide d’un batonoetmélangeait les deux
gouttes de maniere a étaler la suspension daesdie cA cette carte était
attribué un mouvement de rotation pendant enviromrites.

On observait une agglutination, ainsi la réactitait @ositive.

111.3.3.3.3 Algorithme d’identification Haemophilus influenzae

Prélévements

(Otites, thinopharyngite, sinusites...)

v v

Coloration de Gram Culture sur GSC supplémenté

Polymorphisme : petits bacilles.
longs bacilles ou coccobacilles
Gram positif

Catalase : positif Petites colonies rondes a aspect
Oxydase : positif de gouttes de rosée, non
hémolytique.

Recherche de I'exigence en facteurs de croissance : X (hémine) et V(NAD)

Meéthode des disques Test de Satellitisme
— Ensemencement sur gélose — Ensemencement sur GSO

— Dépot de disque de facteurs X. Vet XV —s Strie de S. aureus

Souche exigeant les Présence de colonies autour
deux facteurs(X. V) de la strie de S.aureus l
Haemophilus jnfluenzae Absence de colonies
. o autour de la strie de
Souche n’exigeant pas S aureus
les deux facteurs (X. V) Galerie API-NH, latex (+)

Non H.influenzae
Non H.influenzae

Figure 8: Isolement et Identification ddaemophilus influenzae [44]
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Réalisation des tests d’identification

Le prélevement était mis en culture sur GSC +\ptEy® et incubé a
37°C sous 5% de CQ@produit par la bougie) pendant 16-18 heureseidimen
macroscopique, nous avons observé de petites eslawndes comme des

gouttes de rosée et pas d’hémolyse.

- Examen microscopique :aprés coloration de Gram, on observait de

petits bacilles ou de coccobacilles Gram négatif.

- Test a la catalase les colonies qui étaient en contact avec la goutte
d'eau oxygénée (peroxyde d’hydrogéne) produisaieies bulles d’air

matérialisant ainsi la libération d’oxygene.

- Test a I'oxydase :les colonies qui étaient prélevées et étalées ser u
bandelette de papier - filtre imprégné, ont provoagme oxydation d’ou nous

notions une coloration violet a noir.

- Mise en évidence de l'exigence en facteurs X et \Qn utilisait le
milieu MH et les disques de facteurs X, V et XV.dJsuspension dense de
bactéries a 0.5 Mc Farland était préparée a pddircolonies pures. La
suspension était ensemencée en stries a l'aideat’anvillon stérile sur boite
de gélose MH. Puis, les disques contenant les uect®, V et XV étaient
déposés sur la gélose a égale distance. La calmait poussé qu’autour du

disque contenant les deux facteurs X et V.

- Mise en évidence du phénomeéne de Satellitisme :
Ce test permettait de confirmer I'exigence en fate/ apportés par une strie
de Staphylococcus aurewsur gélose au sang de cheval contenant le faiteur
En effet sur une boite de GSO, on ensemencait fwose de stries serrées
guelques colonies puresHlinfluenzae ;puis une strie de souche viable de

Staphylococcus aureuse 24 heures. Le milieu GSO était incubé penddnt 2

37



heures a 37°c sous atmosphere riche en (B0%). Apres incubation, on
observait une pousse tout autour de la strie gdgliacoque et aucune pousse

sur le reste de la boite.

- Micro méthode d’identification APl NH ( Neisseria-Haemophilus
Cette méthode était utilisée pour confirmer lesygesr identifiés. Ainsi
dans la galerie APl NH, on introduisait environ iiicrolitres de suspension
bactérienne a 4 Mac Farland qu’on incubait pendanmnoins 24 heures. Apres
incubation, on notait un virage de couleur spontahécelui-ci révélé par
I'addition de réactifs. La lecture de la galeriefamsait a I'aide du tableau de
lecture API NH.

11.3.3.3.4 Algorithme d’identification Moraxella catarrhalis

Prélevements
(Otites. Rhinopharyngite,
sinusites.....)

l l

Culture sur GSC supplémentée Coloration au Gram

Petites colonies rondes. Test a la catalase : Positif
lisses, grises, pas

d’hémolyse.

Diplocoques en
grain de café Gram
Négatif

Test a l'oxydase : Positif

Galerie API-NH

Movraxella catarrhalis

Figure 9: Isolement et Identification dd.catarrhalis [44]
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Réalisation des tests d’identification

Le prélevement était cultivé sur GSC qui par ldesstait incubé a 37°C
sous 5% de CO (produit par la bougie) pendant 16-18h. A |'examen
macroscopique nous observions de petites colooretes, lisses et grises et pas

d’hémolyse.

- Examen microscopique : apres coloration de Gram, la lecture
microscopique a l'objectif x100 avec une goutteudd a immersion

présentait des diplocoques Gram négatif en gracabie
- Test de catalase M.catarrhalisavait une catalase positive.
- Test d’'oxydase e test a 'oxydase était positif pour ce germe.

- Micro méthode d’identification APl NH ( Neisseria-Haemophiluk:
Cette méthode était utilisée pour isoler et poulidea l'identification de
Moraxella catarrhalis Cette méthode nécessitait un inoculum ajustéla Kic
Farland.

La suspension bactérienne précédente était remhatis les cupules en
évitant la formation des bulles d’air. Les 7 premienicro tubes ayant en
dessous le tiret étaient remplis de 50 microlitetsrecouverts d’huile de
paraffine chacun, tandis que les 3 derniers étagmplis de 150 microlitres de
suspension bactérienne. Puis on incubait les galexil'étuve pendant 2h a
36°C en atmosphere aérobie et les résultats saideageint par un virage de
couleur ou pas, spontané ou révélé par I'additienréhctifs. En outre, on
recherche 'ODC (ornithine décarboxylase), 'urédsedole et I'hydrolyse des
sucres. La lecture de ces réactions se faisadi@del'du tableau de lecture API
NH.
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Tableau Il : RECAPITULATIF DE LA DUREE DES TESTS D’IDENTIFICATI®

TEST DUREE
Catalase 2 secondes
Oxydase 5 secondes
Sensibilité a 'Optochine 24-48 heures
Test de lyse par les sels biliaire 15-20 minutes
Test d’agglutination au latex 5 minutes
Api Strep 48 heures
Sensibilité a la bacitracine 24 heures
Par les disques imprégnées de 24 heures
facteurs X et V / Satellitisme
Api NH 24 heures

[11.2.3 Conservation des souches

Nous conservions les souches pures isolées parlationp a longue
durée.
Les colonies pures de germes étaient prélevéesia ke 'anse et déposées
dans un cryotube de 2 ml contenant : un bouilloarazervelle (BCC) + 10%
de glycérol et 1 ml de sang défibriné stérile dearsouched’Haemophilus
influenzae Il était nécessaire d’utiliser des cryotubesstésits a un froid
extréme. Sur ces cryotubes étaient mentionnésurteééro du prélevement, le
nom de la souche et la date de conservation. @etubes rangés dans un

portoir étaient conservés au congélateur a uneémnpe de - 70°C.
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[11.2.4 Validation des méthodes d’identification des souches

Cette validation va porter sur lidentification dsouches supposées
inconnues. Elle sera basée sur la mesure detaaheilentre leur profil et ceux
des especes identifiables a I'aide de données iliesi€tables diagnostiques).
Cependant, nous avons utilisé les résultats dalerig APl 20 Strep et API

NH comme référenc,4].

Les tests d’identification ayant servis a la vdioia hormis les tests
d’orientations retenus comme test différentielaenéthode d’'identification des

germes étaient :

- Le test d’'agglutination au latex et le testisdiht la galerie API 20

STREP pourStreptococcus pneumoniagStreptococcus pyogenes

- Le test utilisant la micro méthode de I'APlI NH ysoMoraxella

catarrhalis etHaemophilus influenzae

[11.2.4.1 Souches de référence

La validation passe par [lidentification de soesh références
garantissant l'efficacité des différents milieuxisdlement, des galeries

d’identification et des autres tests utilisés.

[11.2.4.2 Autres critéeres de validation

Les parameétres tels que : la reproductibilitée él@étabilité, la sensibilité,
la spécificité et la fiabilité servaient a confemde l'efficacité des méthodes

d’identification.
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Test de répétabilité
Une méme souche pure était repiquée 3 fois suétaariot de milieux et
incubée a 37°C sous 5% de Qt@ndant 18-24 heures, puis nous observions les

résultats obtenus en notant les variations obtemu@sveau des caracteres

Test de reproductibilité

Une méme souche était repiquée sur 3 milieux ddiffitrent et incubée
37°C sous 5 % de Gpendant 18-24 heures. Aprés incubation, nous avion
procédé aux méthodes d’identification citées pkugt len fonction de la souche.

La fiabilité, la sensibilité, la spécificité étatedtudiées par calcul de la
probabilité. Pour cela, nous utilisions desdahliagnostiques (ou matrices de
données) dans lesquelles nous retrouvions poumehi@xon, la probabilité de
positivité aux différents tests noté f et cellendgativité noté 1-f.

La détermination de la probabilité était interpeétgelon les termes

suivants :

Tableau Il : Interprétation des résultats de probabilitéatnet [4]
Résultats > 99,9 % > 99 % > 90 % >80 % <80 %
Interprétations Excellente  Trés bonne Bonne e Identification

Identification
identification identification identification inacceptable

acceptable
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RESULTATS
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|. Répartition

|.1 Nombres de prélevemeni

Tableau IV : Répatrtition des prélevements

Structure Effectifs Pourcentage

Prélevements

Nasal 114 65,14
pharyngé 59 33,72
Oreille 02 1,14

Total 175 10C

Résultat

Positif 34 19,4:
Négatif 141 80,57
Total 175 10C

Nous avons réalisé 175 prélevements chez des srdggs de 2 mois

15 ans avec une prédominance de 114 prélevements n

.2 Souches isolée

60%

17/34 ([VALUE])

50%

40% 12/34 ([VALUE])
30%
5/34 ([VALUE])

H Streptococcus pneumoniae B Moraxella catarrhalis m Haemophilus influenzae

20%
10%

0%

Figure 10: Répartition des souches isolé

44



34 souches ont été isolées et identifiées, ellesreparties comme suit :
12 Streptococcus pneumoni@soit 35%), 1™Moraxella catarrhalis(soit 50%)
et 05Haemophilus influenza@oit 15%).

Tableau V : Répartition des souches isolées en fonction datlzojpogie

PATHOLOGIES GERMES

Streptococcus Moraxella Haemophilus Total

pneumoniae catarrhalis influenzae

Rhinites 10 12 04 26
Rhinopharyngites 02 03 01 06
Angines 00 02 00 02
Total 12 17 05 34

Le plus grand nombre de souches a été isolé damsasede rhinites. Les
trois bactériesStreptococcus pneumonjad. catarrhalis, H. influenzaétaient

bien responsables de rhinites avec respectiveniei? &t 4 cas.
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ll.Résultats de I'identification des germes

lI.1 Streptococcus pneumoniae

Tableau VI : Résultat d’ldentification de Streptococcus pneumoniae

Espéces S.pneumoniae S.pneumoniae S.sanguis S.mitis
ATCC 49619

Examen Diplocoque G Diplocoque G Cocci G(+) Cocci G(+) en

microscopique (+) (+) en courte courte
chainette chainette
Aspect des Petites plates, Petites plates, Petites Petites
colonies transparentes transparentes blanches blanches
Hémolyse Alpha Alpha Alpha Alpha
Catalase - - - -

Bile esculine - - - -

BHS - - - -
Optochine S S/R R R
Test de lyse + + - -

Test + + - -

d'agglutination

S : Sensible R : Résistant

Nous avons les méme résultats pdsireptococcus pneumoniaet la
souche de référen@&pneumoniadTCC 49619. Les résultats de la sensibilité
a l'optochine, de la lyse par les sels biliaires ont orientés le diagnostic. Ainsi le
test d’agglutination nous a permis d’identiftéreptococcus pneumonigai est
différent desStreptococcus viridans (S. sanguis et S. Jnitis
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11.2 Haemophilus influenzae

Tableau VIl : Résultat d’ldentification de H.

Especes  Haemophilus Haemophilus Haemophilus Haemophilus
influenzae Influenzae haemolyticus parainfluenzae
ATCC 49247 identifié

Examen Coccobacille Coccobacille Coccobacille Coccobacille
microscopique G(-) G(-) G(-) G(-)
Aspect des Petites, fines Petites, fines enPetites Petites
colonies en gouttelette gouttelette de colonies avec colonies sans
de pluies Sans pluies Sans Hémolyse Hémolyse
hémolyse Hémolyse
Catalase + + + +
Oxydase + + + +
Exigence en X+V X+V X+V \%
facteurs
Satellitisme + + + -
UREE + + - +
ODC - - - -
INDOLE + + + - -

Haemophilus influenzaest exigeant en facteurs X et V. Cependant il
existe une similitude avdd.haemolyticugjui est aussi exigeant en facteurs X et
V, mais la différence sera observée lors de lidieation par les caracteres

biochimiques comme l'urée et I'indole.
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1.3 Moraxella catarrhalis

Tableau VIl : Résultats d’ldentification dgloraxella catarrhalis

Moraxella Neisseria Neisseria
Especes catarrhalis meningitidis lactamica
Examen Diplocoque Diplocoque Diplocoque
microscopique G(-) G(-) G(-)
petites Colonies, Fines colonies Petites colonies,
Milieu GSC : . : :
lisses, séches rondes humide Fines
glissante
Catalase + + +
Oxydase + + +
Urée - - -
Indole + + +
Glucose - + +
Maltose - + +
Lipase + - -
Bgal - - +

Les colonies dél. catarrhalissont tres glissantes sur la gélose GSC +
polyvitex®. Ce germe n’hydrolyse pas le glucoske ehaltose.
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lll. Résultats de la validation des algorithmes

[ll.1 Streptococcus pneumoniae

Tableau IX : Caracteres de validatioBtreptococcus pneumoniae

CARACTERES ESPECES
S.pneumoniae S.sanguis S.mitis  (S.pneumoniae
Testé probable)
colonies 100% 0% 0% +
Transparentes
Hémolyseo 100% 0% 0% +
Optochine 90% 0% 0%
Test de lyse 98% 0% 0%
Test 100% 0% 0% +
d'agglutination
ESC 39% 42% 3% -
ADH 57% 90% 99% +
RAF 87% 55% 31% +
TRE 98% 98% 1% +
f=+ 1-f=-

En respectant la démarche d’identification,

la Probabilité absolue pour que

X appartienne &treptococcus pneumoniast :0,261
X appartienne &treptococcus sanguest :0

X appartienne &treptococcus mitigst :0

la Probabilité relative pour que

X appartienne &treptococcus pneumoniast:100%
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X appartienne &treptococcus sanguest :0%

X appartienne &treptococcus mitisst :0%

Avec cette probabilité relative de 100% nous posgvdime I'identification

de S.pneumoniaest excellent. (cf tableau 1V)

111.2 Haemophilus influenzae

Tableau X : Identification deH.influenzae

CARACTERES ESPECES
Haemophilus Haemophilus Haemophilus X(Haemophilus
influenzae haemolyticus parainfluenzae influenzae
probable)
Colonie en 100% 0% 0% +
gouttelette de pluie
Coccobacille G(-) 100% 0% 0% +
Hémolyse 0% 100% 0% -
Exigences en 100% 100% 0% +
facteurs X+V
Urée 92% 0% 55% +
Indole 74% 0% 11% +
ODC 40% 0% 73% -
GLU 100% 100% 100% +
MAL 2% 99% 94% -
SACH 1% 96% 97% -
Bgal 0% 0% 30% -
f=+ 1-f=-

En respectant la démarche pour l'identificatiorrdiefluenzae
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La Probabilité absolue que:
X appartienne #laemophilus influenzaest :0,35

X appartienne 8laemophilus haemolyticlest : 0
X appartienne &laemophilus parainfluenzaast :0

La Probabilité relative que :
X appartienne #laemophilus influenzaest: 100%
X appartienne 8laemophilus haemolyticlest :0%
X appartienne 8laemophilus parainfluenzaest :0%
La probabilité relative de 100% nous pousse a dire que la micro
méthode API NH permet une excellente identificata H.influenzae (cf.

tableau V)
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1.3 Moraxella catarrhalis

Tableau Xl : Identification deMoraxella catarrhalis

CARACTERES ESPECES
X
Moraxella  Neisseria Neisseria (M.catarrhalis
catarrhalis  meningitidis lactamica probable)
Petites, lisses,
Seches glissantes  100% 0% 0% +
Glucose 0% 97% 100% -
Maltose 0% 90% 100% -
LIP 100% 0% 0% +
Bgal 0% 0% 100% -
f=+ 1-f=-

La Probabilité absolue que:
X appartienne Moraxella catarrhalisest:1
X appartienne &leisseria meningitidiest 0
X appartienne &leisseria lactamicast:0
La Probabilité relative que :
X appartienne Moraxella catarrhalisest:100%
X appartienne aleisseria meningitidiest 0
X appartienne &leisseria lactamicast:0
La galerie APl NH nous a permis de faire une eroddl identification

deMoraxella catarrhalis (cf tableau 1V)
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l11.4 Répétabilité et reproductivité

Les essais réalisés 3 fois de suite ont donnér@mdtats identiques.
C'est - a - dire un test d’agglutination positifn enoyenne de 100% pour
Streptococcus pneumonia le méme résultat pour les tests biochimiques

contenus dans la galerie APl NH.

Les essais de répétabilité et de reproductibikignt jugés satisfaisants

avec un calcul de la variance égale a zéro.
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DISCUSSION
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Etape pré analytique

Prélevement

Les prélevements effectués étaient réalisés suleargspect des regles
d’hygiéne et d’asepsie.

Dans notre étudées prélevements étaient realisés a l'aide d'éitloanv
stérile a tige en bois ayant a son extrémité darcofrthur L. et coll. [34] ont
également utilisé ce type d’écouvillon afin de tiplier les chances de fixation
des germes pour un bon résultat. Cependafig B. et coll [6] dans leurs
études ont utilisé des écouvillben alginate de calcium sur tige en aluminium
Contrairement a nous, d’autres comme Mohamed A, B&coum M. [45] ont
réalisé un prélevement par aspiration a l'aiden€’seringue de gavage avec un
embout adapté de 100ul afin d’avoir un prélevensams souillure externe
probable.

Les écouvillons utilisés étaient déposés dansulne t contenant un
milieu de transport. Le milieu de transport dontdenposition dérive du milieu
de Stuart ou de Amies [8], permettait de présefaevitalité des bactéries
fragiles telles quélaemophilus influenzaeStreptococcuspneumoniae au
minimum pendant 24h a température ambiante [24]glceipe de travail de
vaccin contre le pneumocogque a évalué et recommianoh®@yen de transport
StGG a base de lait écrémé pour le transport stolekage des prélévements
nasopharyngés pendant les essais au champ [46].

Les prélevements étaient immédiatement conservas dae glaciere
contenant un réfrigérant a une température d’envAvC a cause de I'extréme
fragilité de certaines espéces comri@emophilus influenzaePuis, ces

prélevements étaient acheminés le méme jour audtdie.
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Examen bactériologique

Examen microscopique

L’examen microscopique permettait comme le mengoBacoum [45]
d’orienter les investigations grace a I'aspectalédre. La difficulté était donc
de pouvoir bien lire la lame pour apprécier la rhotpgie et la coloration des

germes (pour déterminer le Gram).

Culture

Avant toute culture, le contrble qualité des muikepréparés était
effectué. La difficulté rencontrée était une podiside souillure (milieu non

stérile) ou d’inefficacité du milieu.

Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniaeété isolé sur GSN qui était a base de gélose
Columbia + sang de cheval frais + acide nalidixigesur GSC constitué de
trypticase de soja + sang de cheval cuit. Sur G&Npdusse des germes
déficients était inhibée. Sur ce milieu I'hémolykeiransparence des colonies,
la dépression centrale est plus visible. Cependgmje A. dans son étude a
mentionné que la taille des coloniesSteeptococcus pneumoniaar GSC ne
facilitait pas trop la lecture [1]. Certains autewomme DIOUF F. avaient
utilisé le CLED et la gélose au chlorhydrate deidguytal pour isoler ces
streptocoques, mais ce milieu ne donnait aucunernvdtion sur le type
d’hémolyse [47]. GLEBBRAZA S. [3], pour l'isolemernde Streptococcus
pneumoniaea choisi le milieu GSC plus Gentamicine car, @étectif de ce
pathogene. De méme O’Brien k48] a aussi utilisé comme milieu sélectif
pour l'isolement des pneumocoguekes plaques d'agar de sang avec la

Gentamicine (G-HB agar, 5 ug gentamicine par ndh 8e sang de cheval.

56



Streptococcus pyogenes ATCC

Dans notre étude, IBtreptococcus pyogen@d CC poussait aisément
sur milieu GSO qui est constitué de gélose Colurabi@du sang de cheval frais.
Ce milieu a été incubé a 3T sous une atmosphere enrichie en 5 % de CO
pendant 48 heures. GUEYE A. montré queette bactériepousse aussi sur
Mueller-Hinton additionné de 5 % de sang de ch@jalCe méme milieu est
utilisé pour I'antibiogramme deStreptococcus pyogendsous ne I'avons pas

isolé dans notre étude.

Haemophilus influenzae

Sur GSC + polyviteX, H.influenzaeet Moraxella catarrhalisétaient mis
en culture. Le GSC supplémenté était a base dddage de soja, de sang de
cheval cuit et de polyvitéx Haemophilus influenzagst un germe exigeant et &
croissance difficile. Il préfere un milieu non dgdhaté fraichement préparé qui
respecte les conditions d’incubation a 37°C [49. r8cherche se faisait sur
milieu gélose chocolat contenant les facteurs X/ ahdispensables pour sa
croissance [50]. Nous avons remarqué que ce geenpeussait pas en absence
de PolyviteX. Sur GSC plus Polyvit&x les colonies étaient petites, rondes
bombées, grises, en forme de gouttelettes de ra@sdmrd régulier et non
hémolytique. Les mémes caracteres étaient visisgres travaux notamment
ceux de Epote A. [1], Soppo V. [5] et Magane M.][51

GLEBBRAZA S. [3] affirme que le milieu GSC Bag@trine est un bon
milieu sélectif pour l'isolement déaemophilus influenzaet Haemophilus para
influenzaecar, il permet tres souvent d’obtenir des primotweks mono

microbiennes.
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Moraxella catarrhalis

Pour la culture déMoraxella catarrhalis nous avons utilisé le milieu
GSC.Gueye A. et coll. [4] avait cultivé ce dernier $eélose chocolat et avait
obtenu le méme résultat que nous.

Tous les milieux ensemencés étaient incubés a 36US atmosphere
enrichis avec 5 % de G@endant 18 a 24h. Plusieurs études I'ont également
mentionnée [2, 5, 36, 52]. Cependant, d’autresuasit§3] ont incubé les
cultures pendant une nuit dans 5 % de, C® 35°C et ont obtenu de bons

résultats.

Méthode d’identification et validation

Pneumocoque

L’identification des pneumocoques est beaucoup Iphsee sur l'aspect
des colonies transparentes, 'hémolyse alpha, Hailsiéité a I'optochine et la
solubilité dans la bile. Ces tests ont été confarmar I'identification par le test
au latex et par le test biochimiguéffe B [6] et O'Brien et coll.[48] I'ont
confirméen se limitant au sérotypage.
Mohamed A. et coll. ont insisté sur I'agglutinatian latex et APl 32 Strepto
pour spécifier I'identification [18]Gueye A. et col[4] affirment quecertaines
especes commnte. mitisetS. oralispossedent des génes d'enzymes similaires a
ceux deStreptococcus pneumoniakees tests qui nous ont permis de faire la
différence étaient le test de lyse par les sel@ilds et la sensibilité a
I'optochine. Ceci a été démontré dans plusieansairx [4, 16, 39 , 53, 54].

Des difficultés survenant lorsque le diametre tdltion a 'Optochine
est compris entre 7 et 13 mm, peuvent étre est@npéaecourant aux tests
complémentaires comme le test de solubilité damsbile ou au test
d’agglutination de particules sensibilisées a uticarps anti-pneumolysine

commun a tous les sérotypes. Ce test d’agglutimgitiésente une spécificité de
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100 % et une sensibilité¢ de 95 % [16]. A ces ta&poutentd'autres tests
biochimiques comme I'APIStrep mentionnent Gueye A et cp] dans leurs
travaux

La détermination des antigénes capsulaires pastedtagglutination des
particules de latex est rapide et simple, mais miesente des faux négatifs et
des faux positifs. L'identification du pneumocoqeut étre confirmée par la
détermination du sérotype capsulaire a l'aide id@amis ou par hybridation
spécifiqgue avec la sonde Accu Pr@iesptococcus pneumoniae.

[l faut plusieurs jours pour l'identification d&treptococcus pneumonia€’est
pour cette raison qudeaupére F. et col[8], ont trouvé nécessaire de mettre
en place un test rapide et facilemegslisable pour identifier le pneumocoque
et le différencier des autres streptocoques orauwgctément a partir de
prélevements. Ce test consiste en effet a révéex activités enzymatiques
difféerentes, l'une permettant lidentification mégtive du pneumocoque,
I'autre sa différenciation avec d'autres streptaoesaraux.

Les études menées au CNRP (Centre National de Rébehales
pneumocoques) concernant l'identification d&gneumoniaeanontrent que,
outre les tests phénotypiqgues que nous effectuaspe¢t des colonies,
sensibilité a I'optochine, lyse par les sels higaiet sérotypage), 'appartenance
a l'espéceStreptococcus pneumoniates souches atypiques (résistantes a
I'optochine, non lysées par les sels biliaire)uwetion typables doit étre vérifiée
par des méthodes moléculaires telles que la PIER.2 génes dont la présence
conjointe est quasi-spécifique & pneumoniaesont : le gene codant pour

I'auto lysine principalelytA) et le gene de la pneumolysinpdyj [55].

Dans les quelques cas douteux (présence d'un s=ul2dgénes), la
technique de séquencage d’'un panel de 7 genese(kReaping genes ou genes
de ménage) est mise en ceuvre. Il s’agit de la iggbnMLST (multilocus

sequence type) qui est plus performante pour Itileation des souches
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atypiques. Cependant c’est une technique fastidieti€olteuse qui releve du
domaine de la recherche [56]. La technique utilséteiellement en routine au
CNRP est une agglutination au latex sur lame. Ceif¢hode a le double
avantage de donner une agglutination observablesibiu et de consommer
peu d’antisérum [57]. Elle nous permet égalementatdirmer le diagnostic.
Dans certains cas (agglutinations douteuses, dignoes), la technique de
référence dite de gonflement capsulaire ou encapeiellung », méthode plus
fastidieuse et colteuse, est mise en ceuvre gitsia rechercher entre lame et
lamelle au microscope a immersion I'agglutinatitrecte d’'une suspension de
la souche de pneumocoque a étudier avec un ambisdgrur et ceci

successivement a l'aide d’'un panel d’antiserumsgsoo

Keyi Liu et coll [54] ont mentionné que l'identibtion des SPN dans
MEF a été effectuée sur la base de la présence diamolyse, l'inhibition
d’optochine et confirmée par un test d'agglutimatsur lame positive établit

selon des procédures CLSI.

Streptococccus pyogenes ATCC

S. pyogenedTCC était identifié a partir de ses colonies finessés,
translucides développant une hémolyse de type atjghaa négativité aux tests
d'oxydase, de catalase, de bile esculine et dellbouhypersalé, de sa
sensibilité a la Bacitracine et des tests d’aggaiion au latex. A l'instar de nos
travaux, Gueye A. et coll. [4] ont identifi§. pyogenepar la présence de
colonies minces et lisses qui apparaissent commma aoGram positif groupés
en chaines; le test de la catalase négatif, mdntram inhibition de croissance
autour d'un disque contenant 0,04 unités de Bauiaet autres tests réalisés a
I'aide (aide de I'API1 ® Strep BioMérieux, La Balhes-Grottes, France).

Le test de catalase négatif différencies lstreptocoques des

staphylocoques qui ont une catalase positive. Gfdula bile esculine positif
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caractérise les Entérocoques D, ce qui n’est paadeci. Les méthodes assez
différencielles telles quiéagglutination de particules de latex et le teskaa
Bacitracine permettent de confirmer les streptoesduéta-hémolytiques. Seuls
les streptocoqueR-hémolytiques du groupe A sont sensibles a la Bamite,
toutefois, les microcoques et les stomatocoquesaamsi sensibles [1], rendant

ainsi I'agglutination au latex plus concluanteZ15].

Foumbi C. dans ses travaux ne s’est pas limité&esiud’agglutination
mais a prolongé sa recherche en utilisant la miétbade d’identification

micro CSB [2]. Nous avons utilisé I'’API 20 Strepys les mémes parametres.

Dans notre étude nous n’avons pas isti@ptococcus pyogengseut
étre a cause de son absence dans le prélevemegrendamt, I'analyse des
prélevements de gorge en cas d’angine ont missohypg alors que grace a
I'utilisation des TDR, la prise en charge des aegirbtreptococciques est
rapide. Certains auteurs tels que Cohen R et §afl] préconisent pour
I'identification deStreptococcus pyogendsitilisation des TDR qui s’avérent
plus performants pour limiter la frequence des darapons. Dans une autre
étude toujours menée par Cohen R et coll. [58]tilisation du TDR seul avait
le meilleur rapport codlt-efficacité chez I'adulteontme chez I'enfant.
Néanmoins, Maizia A.et col dans leurs études cite®t cas ou le TDR peut
s’associer a la culture [59]: « la stratégie assucle TDR et la culture de
prélevement pharyngé pourrait étre retenue caraglf@rte aussi un surcroit
d’efficacité. Dans le seul contexte a risque de RAA TDR négatif peut étre
contrélé par une mise en culture ». Pour Coherok{5®], le TDR apparait
comme plus simple a utiliser en pratique, notamndamis le contexte francais,
car la culture demande un délai d’'un a deux joums, sensibilité de 93,2 % et
une spécificité de 95,3 %par rapport a la méthadestérence qui est la culture

bactérienne.
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Haemophilus influenzae

Nous avons identifiél. influenzae partir de : ses petites colonies rondes
a aspect de gouttes de rosée non hémolytiquesposiéivité aux tests de
catalase et d'oxydase; de sa croissance autourddgsies contenant les
facteurs V et X uniqguement, montrant son exiggmoer la présence de ces
facteurs. Ses réactions biochimiques (la positiail@iréase et au test d’'indole
et le non acidification du Maltose et saccharogeglées par I'utilisation de
I’Api NH qui nous a servis pour l'identification de germe.

Gueye A. et col [4] ont également identifi¢. influenzagoar la présence
de petites colonies gris, humide et lisse ; I'absatihémolyse; la positivité des
tests a la catalase et 'oxydase; la présencedleuis de croissance X et V; la
croissance satellite autour des stries Staphylococcus aureugt d'autres
caracteres biochimiques (en utilisant APl NH ® gadl, Bio Mérieux, La
Balme-les-Grottes, France).

L’exigence en facteurs V et X démontrée comme ¢arac
d’identification dans notre étude a également étd#icné par : Floyd C. et coll.
[60], Epote A. [1], Foumbi C. [2].

L’exigence en facteurs et le test de Satellitisneevaent de diagnostic
différentiel entre H.influenzae et H. parainfluenzage cela est également
mentionné dans les travaux d’Epote A. [1], mais pagr H. haemolyticugjui

est aussi exigeant en facteurs. De ce fait, larigafgi NH nous permettait de

confirmer l'identification deH. influenza cela a été confirmé par Gueye A [4].

Moraxella catarrhalis

Selon Gueye A. [4M.catarrhalis a été identifié par la présence de
petites colonies, rondes et lisses; I'absence dahém; le caractére positif
catalase, les tests de la monoamine oxydase etedanaracteres biochimiques

(en utilisant 'AP1 ® NH galleria, BioMérieux, Ladhne-les-Grottes, France).
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Dans notre étude, nous nous sommes également apijpesar ces mémes
caracteres pour identifier le germe, nous avonsargungé en plus que les
colonies glissaient sur la gélose lors du contagtcal'anse comme la
mentionné GLEBBRAZA 3.

La galerie Api a été trés importante dans notrdetélle nous a permis
de valider l'identification des germes et de fdeediagnostic différentiel de
certaines espéeces dBleisseria apparaissant également sous forme de
diplocoques Gram négatif.

Selon Diagne M. [50], I'API NH utilisé était catacisé par une bonne
sensibilité, une spécificité, la reproductibilitéla rapidité des identifications.
Nous pouvons dire avec Soppo V. [5] que cette mmédhode était suffisante
pour différencierM. catarrhalis des Neisseria, car trés sensible et spécifique
surtout en présentant de maniére fortuite la nadifeation des sucres pa.

catarrhalis.

Résultats

Le respect des méthodes d’identification des germeherchés dans
notre étude , nous a permis d’isoler 34 souchegeatmes a partir de 175
prélevements nasopharyngés recueillis soit uneuéréce de 19,43%. Ces 34
souches isolées et identifiees étaient répartesne suit : 05H.influenzae
(15%), 17M. catarrhalis (50%), et 12S. pneumoniaeDes études similaires,
ont été realisées selon ces mémes algorithmes ymyeCA et coll [4] a Dakar
de 2007 a 2008. Ces derniers ont pu isoler et iftensur 290 isolats
bactériens : 7%. influenzag 10 M. catarrhalis 105S. pneumoniaet 100S.
pyogenesEpote A. [1] dans son étude, a isb&l souches bactériennes dont : 8
souches deS. pneumoniag€5,29%), 4 souches d8. pyogeneg2,64%) 5
souchegle H. influenza€3,31%) et 1 souche dé. parainfluenza€0,66%), 8
souches dd/. catarrhalis (5,29%) a partir de 330 prélevements de pustd,oti

de sinusite, de sécrétions naso pharyngés, d’exdedgorge.
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GLEBBREZA S. [3] a pu isoler 97 souches dont : 36Beptococcus
pneumoniae(16,49%), 23Haemophilus influenza€23,71%), 2Haemophilus
parainfluenzae(2,06%), 4Branhamella catarrhalis(4,12%). Soppo V. [60]
avait isolé 65 souches dont H.influenzae (10,76%), 10 M.catarrhalis
(15,38%) 8 S. pneumonia€l2,30%), 405.pyogenes (61,53%A partir de 133
prélevements recueillis des enfants et des adultes.études nous permettent
d’évaluer l'efficacité des méthodes d’identificatioet d’apprécier la bonne
reproductibilité de ces derniéres. Ce qui nous pede dire que ces méthodes

sont toujours applicables et fiables.

Nous n’avons pas pu isoler & pyogenesnéme dans les cas d’'angines.
Cela pourrait stipuler que les cas d’angines diatjigués dans notre étude

étaient non Streptococciques.

Analyse des résultats de Validation

Afin d’apprécier la validité de la démarche, desuitats des calculs de
probabilités absolue et relative ont été obtenussiAue des résultats des tests
de répétabilité et de reproductibilité. Foumbi 2].Ifa mentionné dans son
travail.

Nous avons retenu certains caractéeres jugés essegitdifférentiels pour

calculer les probabilités.

La méthode d’identification d&treptococcus pneumoniae été jugée
excellente avec une probabilité relative est 0@%d. Ce méme résultat a été

trouvé par Tening Sarr [61] et Foumbi C. [2].

La méthode d’identification delaemophilus influenzaa également été
jugée excellente, avec une probabilité relativel@@%. Ce résultat est aussi

obtenu par Foumbi C. [2].
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La méthode d’identification deloraxella catarrhalisegalement été jugée
excellente, avec une non acidification des suckesez différentiel et une
libération de la lipase déterminante. La probsbitelative est de 100%. Ce
résultat est aussi obtenu par Foumbi C. [2].

La méthode d’identification est validée par labgi® des résultats
obtenus. Elle est d’autant plus fiable qu’ellermet d’obtenir des résultats

sans équivoque.

Les essais de répétabilité et de reproductibilgént jugés satisfaisant
avec un calcul de la variance égale a zéro. Reéguent les résultats étaient
stables et fideles. Ceci a été confirmé par FoutR] qui dans son étude, a
obtenu une variance presque nulle qui fait modérd’étroitesse de différence
au cours des trois opérations successivement effest Dans son étude elle
note également que, pour tous ces germes lesatssadé la variance ne sont pas
significativement différents. C’est ce qui expliglee stabilité des résultats
lorsque la procédure est répétée. Par conséduzestabilité des résultats

montre le caractere répétable des algorithmestifiation.

La valeur des probabilités absolues varie conduénzent. Elle est
parfois tres faible c’est le cas des probabilitésodue pour I'identification des
Streptococcus pneumonig®,261) et Haemophilus influenza€0,35), ceci
expliqguant la difficulté d'obtention de certaindsultats. C'est le cas par
exemple des caracteres comme [I'acidification desresu essentiellement
« Raffinose » et «tréhalose » qui présentent gades variations de coloration
ne permettant pas de conclure avec certitude identité du germe. Ceci a
eégalement été confirmé par Foumbi C. [2]. Parfdis est élevée. Cette
probabilité est égale a 1 pour lidentification ddsraxella catarrhalis,ceci

permet de noter que la méthode API NH conviendaitification de ce germe.
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Limite :

Pour certains germes, tels g8&eptococcus pneumonijda probabilité
absolue est trés faible. Cela montre les insufiea de la démarche de

diagnostic de ces germes.

66



CONCLUSION
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Les infections respiratoires aigués des voies @e® supérieures
d’origine bactérienne sont tres fréquentes chezidants. Elles désignent un
groupe de maladies hétérogénes tres souvent cays#e les agents
étiologiques tels que Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae,

Moraxella catarrhalis, Streptococcus pyogenes.

La prise en charge de ces infections bactériepagse par un diagnostic
et une antibiothérapie adaptée et efficace. Poufaite, elle nécessite des
techniques de laboratoire bien codifiées afin dendo des résultats fiables et

précis.

C’est dans ce cadre que s’inscrit notre étude agait pour but d'isoler
les germes a l'origine des infections respiratofigsiés hautes de I'enfant et de
valider les méthodes d’identification de ces gexrselon qu’elles sont utilisées

dans nos laboratoires.

L’étude s’est déroulée a Dakar de Décembre 201hia2Bt2 au sein de
'unité de Recherche et de Biotechnologie Microhendu Laboratoire de
Bactériologie-Virologie de I'H6pital Aristide Le Ddec de Dakar (HALD) en
collaboration avec le service d’Oto-Rhino-Laryngpéo (ORL) de I'Hopital
Fann et de I'Hopital d’Enfant Albert Royer de Dak@dEAR) pour les

prélevements.

Les patients sélectionnés pour cette étude étdemtenfants agés de 2
mois a 15 ans recus en consultation externe, pedgemles symptémes
d’infections respiratoires aigués des voies hautks moins de 15 jours et
n'ayant pas d’antibiotique. 175 prélévements naappigés et amygdaliens
avaient été effectués et analysés suivant les méshosuelles au laboratoire.

Ceci nous a donc permis d'isoler 34 souches s@isdliches d&treptococcus

68



pneumonia€35%), 17 souches ddoraxella catarrhalis(50 %), 05 souches de
Haemophilus influenza@5 %), aucune soucl&treptococcus pyogenes.

La stabilité et la fiabilité de ce résultat one éttestées par des
controles effectués avec des souches de référemaatigsant I'efficacité des
tests utilisés et le calcul des probabilités reési et absolues pour nous

permettre de valider les méthodes d’identification.

La Probabilité absolue obtenue a été de :
- 0,261 pouiStreptococcus pneumoniae
- 0,35 pouHaemophilus influenzae

- 1 pourMoraxella catarrhalis

La Probabilité relative obtenue a été de :
- 100 % deStreptococcus pneumoniae
- 100 % dHaemophilus influenzae

- 100 % deVioraxella catarrhalis

Les probabilités absolues faibles nous ont pewftésaluer certaines
difficultés rencontrées lors de lidentification.addis que les probabilités
absolues élevées ont permis de juger de l'effiéadi certaines méthodes

d’identification.

La probabilité relative obtenue a partir de la @tubté absolue nous a
permis de conclure que les méthodes d’identificaties germes tels que:
Streptococcus pneumonjadloraxella catarrhalis Haemophilus influenzae
utiisées dans nos laboratoires sont excellentes lea probabilité a été
supérieure a 99,9 %. Par conséquent, les méthadas spécifiques et fiables

lorsque la démarche est rigoureusement respecteée.
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Les essais de répétabilité et de reproductibiliét gugés satisfaisants
avec un calcul de la variance égale a zéro. Paségment la méthode est
répétable et reproductible rendant ainsi les rauitables et fideles.

Les méthodes d’identification utilisées dans nodotatoires de

Bactériologie a Dakar, sont encore efficaces dildm Elles nécessitent un

respect rigoureux de la démarche et un contréiegeent.
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Recommandations

Au terme de notre étude, nous pouvons ainsi recaomara
Au laboratoire de bactériologie :
Utilisation des protocoles d’identification sousrfees d’algorithme.

Faire un controle permanent des méthodes utiliagdaboratoire par le

calcul des incertitudes.
La surveillance métrologique des appareils a I'aide cartes de contréle.

La surveillance annuelle des souches responsablagfection

respiratoire, pour déterminer le niveau de résigate ces souches.
Au ministére de la santé :

Former le personnel de santé a [lutilisation desRTDpour le

diagnostique systématique des angines Streptoageciq

Une subvention des Tests de diagnostic rapide JTdR de réduire le
temps d’identification des Streptocoques
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GOUHOUE TCHOUANCHE Josiane :
Isolement et validation des méthodes d’identifmatdes souchesHaemophilus influenzag
Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogdh@mxella catarrhalis a l'origine
d’infections respiratoires aigués hautes de I'endaDakar

Thése Pharm., Dakar, 2013, n°70

Unité de Recherche, Biotechnologie, Bactériologieidlogie FMPOS/UCAD

RESUME

Cette étude, menée a Dakar de décembre 2011 a0 @vait pour but d’isoler Iq
germes a l'origine des infections respiratoiresuégy hautes de I'enfant et de valider
méthodes d’identification de ces germes selonligg’'sont utilisées dans nos laboratoireq

Au total, 34 souches ont été isolées a partir de drélevements rhinopharyng
obtenus chez des patients agés de deux moisrsl5 a

Ces souches étaient reparties comme suit : 12 ssuigStreptococcus pneumoni
(35%), 17 souches ddoraxella catarrhalis(50 %), 05 souches d¢aemophilus influenza
(15 %), aucune souclstreptococcus pyogenes.

Les méthodes d’identification utilisées pour déiesn ces souches ont été valid
par le calcul de probabilités relatives, absoktdss tests de reproductibilité et répétabilit
La Probabilité absolue obtenue a été @261 pourStreptococcus pneumonia@35 pour
Haemophilus influenzaé, pourMoraxella catarrhalis
La Probabilité relative obtenue a été de00 % deStreptococcus pneumoniagD0 %
d’Haemophilus influenza&00 % deMoraxella catarrhalis.

Les essais de repétabilité et de reproductibiliieébé jugés satisfaisants avec un calcul ¢
variance égale a zéro.
Ces résultats nous permettent d’affirmer que lethades d’identification utilisées dans 1
laboratoires sont excellentes, car la probabidéitative a été supérieure a 99,9 %. Elles so
spécifiques et fiables lorsque la démarche esturegsement respectée et donnent

résultats stables et fidéles.

Mots-clés:  Infections respiratoires hautes de I'enfant
- validation des méthodes d’identification 8eptococcus pneumoniae

Moraxella catarrhaliss Haemophilus influenzae Streptococcus pyogenes
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