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Introduction

Introduction :

Les infections ORL, de par leur fréquence, la multiplicité de leurs manifestations
cliniques ainsi que leurs complications constituent un probléme de santé publique [77]. Ces
infections peuvent toucher la partie supérieure ou inférieure des voies respiratoires, bien que
cette derniere zone soit plus rarement affectée mais généralement de fagon plus sévere [78].
Lesinfectionsdesvoiesrespiratoiressupérieures(IRS)touchentlenez,lessinus,lepharynxet le
larynx [79]. Dans 80 % a 90 % des cas, le mal de gorge est cause par un virus. Dans 10 al15
% des cas, I'angine est due a une infection par une bactérie [78]. Les enfants sont plus enclins
a transmettre l'infection que les adultes. Les porteurs de germes convalescents sont plus
contagieux que les porteurs chroniques (EMOND,1977).

Ces angines peuvent étre graves et peuvent entrainer de nombreuses complications :
Une inflammation des reins (glomérulonéphrite), Un rhumatisme articulaire aigu, pouvant
endommager les valves du cceur et d’autres organes. Elle doit donc étre traitée rapidement par
desantibiotiques[78].Decefait,lechoixdutraitementantibiotiquedecettederniereestparfois
unevéritable"impasse"[77].Parmilesbactériesprincipalementresponsablesdesanginesnous

citons le Streptocoque hémolytique du groupe A (Ars et al ,2017).

L’objectif de I’é¢tude est de mettre en évidence les germes susceptibles de provoque
postérieurement un rhumatisme articulaire aigu. Pour aboutir a cet objectif, deux méthodes
différentes ont été adoptées : une méthode bactériologique clinique (préléevement de gorge) et
une autre sérologique (dosage des anticorps antistreptolysine O). Le travail pratique a été
réalise dans les hopitaux de la ville de Guelma (Nord-est de 1’Algérie) au niveau de deux
services : Le laboratoire de bactériologie de 1’hdpital Ibn Zohr et le laboratoire de sérologie de

I’EPSP cité AinDefla.

Le présent mémoire est structuré en deux parties interdépendantes :
Lasynthésebibliographiqueestdiviséeendeuxchapitres.Lepremierdécritl’anatomie  des
voies respiratoires supérieures, la microflore des voies respiratoires supérieures et leurs

maladies et le deuxieme est consacre entierement au rhumatisme articulaireaigue.



Introduction

La partie expérimentale décrit le protocole suivi, soit les prélevements de gorge, les
caracteresculturauxetbiochimiquesdesbactériesisoléesetidentifiées,l’¢tudedelasensibilité  aux
antibiotiques des germes identifiés, les prélevements du sang veineux et les dosages des
anticorps antistreptolysine O. Une approche épidémiologique a été réalisée des résultats

obtenus selon I’age et le sexe. Une conclusion et des perspectives cloturent cetravail.

I



Partie Theorique




Chapitre I : Anatomie et microflore
commensale et pathogene, susceptible de

provoquer les maladies de la gorge.




Chapitrel: Anatomieetlamicroflorecommensaleetpathogéne,susceptible de provoquer les
maladies de lagorge

01. Anatomie des voies respiratoires supérieures :
Le chemin respiratoire est I'ensemble des organes qui permettent les échanges gazeux
entre l'air atmosphérique et le sang veineux. Il comprend les conduits qui permettent l'arrivée

etlasortied'airauniveaudespoumons,onparledevoiesrespiratoiresoud'arbrerespiratoire.[1]

1. Les voies respiratoires supérieures:

Les voies aériennes supérieures c'est le chemin emprunté par l'air avant qu'il narrive
auxpoumons. Toutcequiestconduit,tuyau,oucavité,cesontlesvoiesaériennessupérieures. Tout ce
qui est au-dela est le poumon. Cette distinction permet aux spécialistes de se partager le
domaine de compétence. Ainsi les voies aériennes supérieures sont du domaine de I'ORL
(oto-rhino-laryngologiste) jusqu'aularynxet du pneumologue a partir de la trachee. Toutefois,
I'unetl'autreontunterrainunpeucommun:latrachéepuisqu'ellefaitsuiteaularynxetqu'elle se rend
aux bronches[2]

Les infections ORL (Oto-Rhino-Laryngées) concernent les voies aériennes supérieures
qui comprennent :

e Lacaviténasale

e Lepharynxdiviséen3zones:lenasoourhinopharynx,l’oropharynxetl’hypopharynx
e Labouche

e L’oreille reliée au rhinopharynx par la tromped’Eustache

e Le larynx (Figure 1)[3].

Orifice de la trompe
d'Eustache

Cavité nasale
Nasopharynx

Luette
Langue

Amygdale

Epiglotte Oropharynx

ferme la trachée

pendant la déglutition Hypopharynx

Larynx
Cordes vocales

(Esophage
Trachée Py

Figure 1 : Les voies aériennes supeérieures [3].


https://www.docteurclic.com/encyclopedie/poumons.aspx
https://www.docteurclic.com/encyclopedie/larynx.aspx
https://www.docteurclic.com/encyclopedie/bronches.aspx
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1.1 Anatomie de la bouche :
Labouche,oucavitébuccaleestlimitéelatéralementparlesjoues,enhautparletoitde
labouchequi estformédupalaisosseuxetdupalaismouquimeénental’arrieredelalangueet
auxamygdales.Enbas,elleestlimitéeparleplancherdelabouchesurlequelreposelalangue. Elle est
reliée au plancher par le frein de la langue, un petit repli de la muqueuse qui limiteson

mouvementversl’arriére. Ellerenfermelesmachoiresinférieuresetsupérieures,surlesquelles

prennent place les gencives et les dents (Figure 2)[4].

Pilier antérieur ¥
Papille circum vallée ¢

Figure 2 : Anatomie de la bouche [4].

1.2. Anatomie du nez:

Les fosses nasales sont deux cavités séparées par le septum et dont la paroi latérale
présentedesreplisosseuxappeléscornetsquiaugmententlasurfacemuqueuseetprotéegentles  méats
sinusiens. La muqueuse nasale est constituée d'un épithélium de type respiratoire avec des
cellules ciliées et des cellules sécrétrices de mucus (Kongolo, 2015). Les cavités nasales sont
recouvertes d'une muqueuse (Figure 3). La partie supérieure de la cavité nasale comprend

lesrécepteursolfactifsalorsquelerestedelamuqueuseestforméparlamuqueuserespiratoire (Figure

4)[5].
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Figure 4 : La muqueuse nasale [6].
1.3. Anatomie du pharynx:
Le pharynx est un conduit musculaire et membraneux subdivisé en trois segments :

e La partie supérieure : Le nasopharynx, ou rhino-pharynx, qui communique avec les
cavités nasales. Il est également reli¢ aux oreilles par la trompe d’Eustache, ou trompe
auditive.

e La partie centrale : L’oropharynx, ouvert vers la cavité buccale, prolonge le
nasopharynx et communique vers le bas avec lelaryngopharynx.

e La partie inférieure : Le laryngopharynx, ou hypopharynx, qui relie le larynx et se

rétrécit en forme d’entonnoir vers 1’cesophage (Figure 5)[7].
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Rhino-pharynx

Oro-pharynx

xuiaeyd

Hypo-pharynx

Figure 5 : Anatomie du pharynx [7].

1.4. Anatomie de larynx:

C’est un conduit osteo-cartilagineux rigide comportant 1’os hyoide et les cartilages
(thyroide, cricoide, aryténoides, épiglotte) reliés entre eux par des muscles et des ligaments. Il
estsituéentrelepharynx  enhaut  etlatrachéeenbaset  abritelescordesvocalesquiledivisent
enétagesusglottiqueetsousglottique.L’épiglottebasculeenarriéreaucoursdeladéglutition
empéchant ainsi le bol alimentaire de pénétrer dans les voies aériennes inférieures (Figure 6)
(Coulibaly,2017).

Vue
endoscopique

Epiglotte

Pli vestibulaire
Cartilage thyroide Corde vocale

Cartilage circoide »
Tracheée

Cartilage corniculé

Figure 6 : Anatomie du larynx (Coulibaly, 2017).

1.5. Anatomie de la tracheée:

La trachée (du bas latin trachia), est un organe du systéme respiratoire, reliant le larynx
aux bronches. Localisée au niveau de la partie basse du cou et de la partie haute du thorax. La
trachée est le conduit prolongeant le larynx. La trachée se termine au niveau de la bifurcation
trachéale en donnant naissance aux deux principales bronches, les bronches souches droite et
gauche [8].
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1.6. Anatomie des amygdales :
Lesamygdalessontunensembledeganglionslymphatiquessituésal'entréedupharynx, juste
derriére le voile du palais. Les amygdales ont un réle fondamental dans la défense contre les
infections. Elles sont en effet un premier barrage a l'intrusion des microbes et surtout un
premier contact avec I’ennemi. Elles jouent donc un role d'informateur de notre systéme de
défense immunitaire[9].
L'oropharynx comporte plusieurs paires d'amygdales ou tonsilles telle que :
e Amygdales palatines, petites masses situées dans le fond de la gorge de chaque cété de
la luette sont celles appelées généralementamygdales.
e Amygdales linguales situées de part et d'autre de la langue, enbas
e Amygdales pharyngées ou vegétations adénoides situées au fond des fosses nasales
(Figure 7)[10].

3

__ Amydgales
pharyngiennes

Amygdales

palatines

Amygdales
linguales

Figure 7 : Anatomie des amygdales [11].
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02. La microflore des voies respirateur supérieures :

De nombreuses bactéries sont normalement présentes sur la peau et les mugueuses des

sujets sains. Elles constituent la flore commensale résidentes. Elles participent activement au

maintien de la santé. La flore de I'arbre respiratoire supérieur est trés variable et abondante au

niveau du rhinopharynx (108/ml de sécrétion pharyngée). Elle contient de nombreux

opportunistes majeurs :

e Staphylocoque doré (orifices narinaires enparticulier)

e Streptocoques (groupables ou non, dont S.pneumoniae)

e Haemophilus

e Neisseria (éventuellement Neisseria meningitidis dont le portage esttransitoire)

e Branhamellacatarrhalis

e Lesanaérobies tels les corynébactéries et leslactobacilles.

Au niveau de la trachée, la flore est minime et activement combattue par le mucus, les cils,

les macrophages, ....etc. (Tableau 1) [12].

Tableau 01 : Flores commensales prédominantes des voies aériennes supérieures [13].

Flore de la Flore de Flore des
Flore du Flore du
muqueuse la fosses . .
! pharynx conduit auditif
buccale Salive nasales
Strep_tocqccus it et +
salivarius
Autres
Streptococcus it ++ ++ + i
alpha
Hémolytiques
Ba(?te”?s ++ + ++
anaérobies
Haemophilus +
Neisseria ++ +
Branhamella ++
Stap_h oncgc_c us +++ +++
epidermidis
Corynebactéries ++ +++
Micrococcus ++
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1. Microflore commensale de la gorge:

La cavité buccale et lepharynxne sont pas stériles mais contiennent une flore abondante et
variée [14]. L'oropharynx est le siége d'une flore microbienne riche et variée appartenant a la
flore commensale, autrement dit une flore constituée d'especes non pathogénes. Elle constitue
undegrédeprotectioncontrel'infectionapointdedépartoropharyngé.Cetteflorecommensale  subit
des variations quantitatives et qualitatives [15]. La flore commensale de 1’oropharynx est
constituee principalement de streptocoques et de candidas[16].

La microflore commensale de la gorge est composée de :

e Streptocoques o hémolytiques ou nonhémolytiques

e Neisseria commensales

e Corynebactéries commensales

e Staphylococcus a coagulase négative

e Stomatococcus mucilaginosus

e Anaérobies de la Flore deVeillon

e Staphylococcusaureus

+ des bactéries en transit : Entérobactéries, Pseudomonas en petite quantité
(ARCHAMBAUD et al.,2008).

2. Microflores pathogenes de la gorge:

2.1 Les bactéries:

Le portage de germes potentiellement pathogénes comme Neisseria meningitidis,
Streptococcus pneumoniae et Haemophilus influenzae est possible [17].

e Exemple 01 : Les streptocoques :

- Morphologie:

CesontdesdiplocoquesGrampositifdontlaculturesefaitenanaérobiose.llsnepossedent pas de
catalase, ni d’oxydase, et sont toujours ou presque immobiles. Les Streptococcus sont

souventdisposesenpaire(diplocoque)et/ouenchainettesplusoumoinslongues(Diallo,2010).


https://sante.lefigaro.fr/sante/organe/pharynx/quest-ce-que-cest
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- Classification :

Tableau 02 : la classification des streptocoques (Bestandji et Daci, 2016).

Reégne : Bacteria.

Division : Firmicutes.

A) Classification | Classe : Bacilli.
microbiologique | Ordre : Lactobacillales.
Famille : Streptococcaceae.

Genre : Streptococcus.

- L’hémolyse :
- hémolyse incompléte, verte, streptocoques a hémolytiques
- hémolyse compléte claire, streptocoques Bhémolytiques.

- pas d’hémolyse, streptocoques nonhémolytiques.

- Le groupe de Lancefield :

Le polyoside C, ou antigéne de paroi permet de définir des groupes de

AaHetde KaV.

B) Classification | Les streptocoques dépourvus de polyoside C sont dits non groupables.
phénotypique Le polyoside C est mis en évidence par plusieurs techniques, la plus

utilisée est

L’agglutination de particules de latex sensibilisées par des anticorps

spécifiques.

- Les caracteres biochimiques

L’analyse des souches pathogeénes est complétée par la réalisation de
tests biochimiques révélant la production d’enzymes (test decatalase),
I’hydrolyse de différents substrats (hydrolyse de 1’esculine,hydrolyse
de I’hippurate de sodium ...)

- Habitat:
C’estunebactériestrictementhumainecommensaledupharynxsurtout. Ellepeutétreaussi
isolée chez des porteurs asymptomatiques au niveau du nasopharynx, de la peau, du vagin ou

du rectum (Bestandji et Daci, 2016).
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- Pouvoir pathogéne:

Elle est responsable des infections suppurées qui peuvent étre invasives et complications
post streptococciques qui surviennent a distance de I’infection aigué telle que le rhumatisme
articulaire aigu et la glomérulonéphrite aigué [18].

e Les Streptocoques du groupe A :

Le streptocoque hémolytique du groupe "A” ou Streptococcus pyogenes ou Groupe A
Streptococcus (GrAS) est un germe tres pathogene strictement humain.ll est responsable
d’infectionsfréquentesbénignesetnoninvasives,tellesquel’angineetl’ impétigo,etégalement
d’infections invasives graves comme les bactériémies, les infections cutanées nécrosantes, le
rhumatisme articulaire aigu (RAA), les pleuro- pneumopathies, les septicémies et les
méningites(Diallo,2010).

. \f“" Iy "& ,,
r—;.ff\

5 \\ /'\
Figure 8 : Aspect microscopique des Figure 9 : Aspect macroscopique des
SBHA (Diallo,2010). SBHA [19].

- Facteurs de virulence :
e Lacapsule : joue un role dedéfense.
e Lesenzymes : Protéine F et les acides lipotéichoiques, Streptodornase D (Sdal),
Streptokinase,Hyaluronidase.
e Les toxines : Toxines érythréennes A, B, et C, Streptomycine O, Streptomycine S
(Bestandji et Daci,2016).

e Les autres streptocoques oraux:

Les Streptocoques sont divises en plusieurs ensembles dont celui des Streptocoques
oraux. Au sein de celui-ci, on retrouve 5 sous-ensembles : Orl, Or3, Or4, Or5, Or6 (Tableau
03). Le sous-ensemble Or 3 est constitué uniquement de [’espéce Streptococcus

pneumonie.(Algoud, 2018).
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Tableau 03 : Classification des Streptocoques oraux en sous-ensembles (Algoud, 2018),

Ensemble Sous-ensembles | Espéce
S.gordonii,S.mitis,S.oralis,S.sanguinis,S.parasanguinis,S.
Orl A - : . . -
australis,S.infantis,S.peroris,S.oligofermentans,S.sinensis
Or3 S.pneumoniae
Or4 S.anginosus,S.constellatusS.intermedius
Streptocoqu SS.mtt)lt?nS
es oraux -SODrINUS
S.criceti
ors S.downei
S.ferus
S.macacae
S.ratti
S.orisratti
Or6 S.salivarius,S.thermophilusS.vestibularis

e Exemple 02 : Lesstaphylocoques

Les staphylocoques peuvent étre trouvés particulierement dans les fosses nasales
antérieures (S. aureus : 30 - 40 %, S. epidermidis30 - 100 %) (Avril et al.,1992). Le genre
Staphylococcus appartient a la famille des Micrococcaceae, et comprend plus de 30 espéces
différentes qui peuvent étre pathogenes pour I’Homme. Les staphylocoques sont des bactéries
a Gram positif inconstamment encapsulées, aéro-anaérobies facultatives, ubiquitaires. 1ls se
présentent le plus souvent sous I’aspect de coques rassemblées en amas irréguliers, ils sont
parfoisisolés,parpairesouentréscourteschaines. Ainsiondistinguel’espéce Staphylococcus aureus

a coagulase positive appelée également staphylocoque doré (Trotot-Voilliot,2012)

2.2 Les champignons et les levures:

LeCandidaalbicansestunelevurequiappartientalaflorecommensaledesindividussains, mais
qui, lorsque le fragile équilibre entre le parasite et I’hote est rompu, devient opportuniste et
colonise les surfaces mucocutanées et les cavités orales et gastro-intestinales de nombreux

mammifeéres. Chez [’homme, cette levure constitue un sérieux probléme de santé (Lagane,

2007).
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2.3 Lesvirus:

Ils sont responsables des infections respiratoires benignes du nez et de la gorge peut étre
provoquée par une multitude de virus : dans 50 % des cas, ce sont des rhinovirus (plus de 100
souchesdifférentes),maisilfautaussicompteraveclescoronavirus,virusrespiratoiresyncytial
(VRS), virus para influenza, adénovirus, entérovirus[20].

e Exemple des coronavirus:

LeCOVID-19aetesignalépourlapremierefoisalafindel'année2019aWuhan,enChine et s'est
depuis largement répandu en Chine et dans le monde. Des mesures de quarantaine et
d'isolement sont appliquées pour tenter de limiter la propagation locale, régionale et mondiale
decetteépidémie.LessujetsquiontuneinfectionaCOVID-19peuventn'avoirquepeuoupas
desymptdmes,bienquecertainspatientssoientgravementmaladesetdécedent.Lessymptomes
peuvent comprendre une fievre, une toux et une dyspnée. Le traitement du COVID-19 est un
traitement de support. Aucun vaccin, médicament antiviral ou autre traitement spécifique n'est
disponible[21].

11
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03. Les maladies des voies respiratoires supérieures :

Les infections respiratoires aigiies (IRA) sont des affections fréquentes qui demeurent
un sérieux probleme de santé publique en Afrique (Coulibaly, 2017). Les infections des voies
respiratoires supérieures (IVRS) sont des affections aigués dues a une infection virale ou
bactérienne touchant les voies respiratoires supérieures, soit le nez, les sinus para-nasaux, le
pharynx, le larynx et 1’oreille moyenne [22]. Les infections comme celles des oreilles (otites),
delagorge(angine),dessinus(sinusite)etlarhinopharyngite(rhume)sonttrésrépandues[23].  Les
infections amygdaliennes aigu ou amygdalites posent essentiellement unprobléme étiologique.
Elles se manifestent essentiellement par une angine qui regroupe un ensemble de symptdmes
[24]. L’angine aigu est extrémement fréquente et dominée par le probleme du Streptocoque du

groupe A et de ses complications[25].

1. Définition du ’angine :
Lemotanginevientdumotlatinangina,duverbeangeredérivédugrecagchéin:serrer,
suffoquer (Durel-Maurisse,2009). L’angine correspond a une infection au niveau de la gorge,
et plus précisément au niveau des amygdales (Figure 10). Elle peut s’étendre a I’ensemble du
pharynx. L’angine est particuli¢rement fréquente chez I’enfant et elle est, dans 80 % des cas
environ, d’origine virale. Lorsqu’elle est d’origine bactérienne, elle est causée par un
streptocoque(leplussouventlestreptocoque AouSG A streptocoquep-hémolytiquedugroupe A,

encore appelé Streptococcus pyogenes) et peut présenter des complications[26].
Les termes angine et pharyngite désignent une inflammation aigué de la région oro-

pharyngée d’origine infectieuse (Durel-Maurisse, 2009).

12
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Angine bactérienne ‘ Angine virale

Luette inflamée

Point blanc —___
Amygdales
__ inflammées de
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couleur rouge

inflamméesde
couleur rouge

Gorge«rouges —
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Langue pateusede
couleur « grisatre »

Figure 10 Caractéristique d'une angine bactérienne et une angine virale [27].

1.1 Les types d’angines:
1.1.1 Les Angines bactériennes:
a) Angines érythémateuses et érythématopultacée:

Infection a Streptococcus pyogenes ou Streptocoques hémolytiques du groupe C ou G
ou infection virale. Si la souche de Streptococcus pyogenes est productrice de toxines
érythrogeénes, une scarlatine peut se déclarer (Figures 11 et 12). En I’absence de traitement les
complications post-streptococciques peuvent survenir (ARCHAMBAUD et al., 2008).

Figure 11 Aspect de I'angine Figure 12 Aspect de I'angine
érythémateuse [28]. érythématopultacée [27].
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e Lascarlatine

La scarlatine est une forme particuliére d’angine due aux souches de Streptococcus A

qui produit une toxine érythrogéene. Cette toxine, produite localement puis véhiculée par voie

sanguine, est responsable des signes cutanés de la maladie [29].

Symptomes :

Apreés une incubation de 3 a 5 jours, le début de la maladie est brutal, associant fievre a

39-40°C, frissons, douleurs pharyngées, vomissements et parfois douleurs abdominales et

articulaires (Figure 13). La période d’état survient ensuite en moins de 2jours. La fiévre reste

élevée [29].

Diagnostic

Impose un isolement des malades (48 h aprés le début de 1’antibiothérapie) [29].

Figure 13 : La scarlatine chez les enfants [30].

b) angine pseudomembraneuse :

Les amygdales sont recouvertes de pellicules
blanc nacré ou grisatres, fermes, adhérentes,
épaisses : infection & Corynebacterium
diphtheriae ou monocucléose infectieuse
prélévement obligatoire surtout si on ne connait
pas I’antécédent vaccinal contre la diphtérie
(Ballorini, 2014).

14
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Figure 14 : Aspect de I'angine
pseudomembraneuse (Ballorini, 2014).
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e Ladiphtérie:

C’est une maladie exceptionnelle a déclaration obligatoire n°6 due au bacille de Klebs-
Loeffler(Corynebacteriumdiphteriae).Aprésuneincubationde3a7jours,apparaitunmalaise
général avec fievre a 38-38,5°, associé a une angine a fausses membranes avec amygdales
rouges recouvertes d'un enduit opalin et adhérent, qui se reproduit rapidement lors de son

ablation et qui dans un second temps atteint le voile du palais et les piliers amygdaliens[31].

e Forme angineuse de la mononucléose infectieuse:

Cette forme peut donner une image clinique trés semblable a celle de la diphtérie mais
I'exsudat conserve en général une couleur d'un blanc net et ne s'étend pas plus loin que les
amygdales. Malgré I'aspect alarmant de cet exsudat, I'état général du malade reste bon.
L'hypertrophie généralisée des ganglions lymphatiques et la splénomégalie permettent un
diagnostic clinique correct, qui sera confirmé par la présence dans le sang des mononucléaires

caractéristiques et par la positivité de la réaction de Paul-Bunnell (EMOND, 1979).

1.1.2 Les angines virales :

a) Angine vésiculeuse:
Cesontdesvésiculesvisiblesouulcérations
minimes : pharyngite herpétique, associée a une
gingivostomatite (ARCHAMBAUD et

al.,2008).

Figure 15 : Aspect de ’angine vésiculeuse.
(ARCHAMBAUD et al., 2008).
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b) angine ulcéronécrotique:

Lésion unilatérale, avec perte de
substanceafondnoiratresaignotant: Anginede
Vincent, association de 2 bactéries anaérobies
Fusobacterium necrophorum et Borrelia ou
Chancre syphilitique (ARCHAMBAUD et al.,
2008).

Figure 16 : Aspect de I'angine
ulcéronécrotique (ARCHAMBAUD et al., 2008).

1.2 Les symptomes :

C’est un syndrome associant plusieurs symptomes qui sont classiquement : une fievre,
une géne douloureuse a la déglutition (odynophagie) et des modifications de 1’aspect de
I’oropharynx. D’autres symptomes peuvent étre présents :  douleurs abdominales,
vomissements, anorexie, éruption cutanée, signes respiratoires (rhinorrhée, toux, géne
respiratoire). Ces différents symptomes sont variables selon 1’agent infectieux responsable de

I’angine et I’age du patient (Durel-Maurisse,2009).

1.3 Diagnostic de I’angine:

Deux techniques permettent de confirmer la présence de SGA sur un prélevement
pharyngé:lapratiqued’untestdediagnosticrapide(TDR)etlamiseencultureduprélévement
pharyngé.Laqualitéderéalisationduprélévementpharyngéestessentielle.L’entrainementdu
préleveur est déterminant et conditionne la performance de ces techniques de diagnostic. Le
prélevement est moins aisé chez le jeune enfant [32]. Le diagnostic d’angine est rapidement
posé par un simple examen clinique. Le médecin regarde de prés les amygdales et le pharynx.
Dans certains cas, un prélévement du liquide sera réalisé a 1’aide d’un petit ustensile en forme
decoton-tigeappeléécouvillon,afindedétecterlesstreptocoquesii-hémolytiquedugroupeA,
sources potentielles de complications graves : c’est le test de dépistage rapide (TDR) de

I’angine a streptocoques[33].

Principes et utilisation du TDR :
Les tests de diagnostic rapide des angines sont des techniques immuno-
chromatographiques ou immuno-chimiques. Le TDR permet de révéler la présence du SBHA

par détection d'un antigéne spécifique de la paroi de la bactérie streptococcique (protéine M)
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avec une sensibilité supérieure a 90% et une spécificité variant de 80 a 98% selon le matériel
utilisé (Ballorini,2014).
Procédure :
Etape 1 : Déposer 4 gouttes de réactif A, puis 4 gouttes de réactif B dans le tube d’extraction.
Etape 2 : Introduire I’écouvillon dans le tube, et réaliser une dizaine de rotations.
Etape 3 : Retirer I’écouvillon en le pressant contre les parois du tube.
Etape 4 : Immerger la bandelette dans le tube
Etape 5 : Lire le résultat aprés 5 minutes. Notez qu’un résultat positif peut apparaitre désla
premiére minute. Ne pas tenir compte de I’apparition d’une bande au-dela de 15 minutes

aprés immersion du test [34].
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Figurl?7 : Représentation des étapes du TDR [34].
Résultat :
e Unebandecoloréeauniveaudelazone(C)permetuncontréleinternedelaprocédure. Le test
est négatif si uniquement ligne au niveau de la zone (C)apparait.
e Le test est positif si deux lignesapparaissent.

e Le test est non significatif si aucune ligne n’apparait ou que seule la ligne de test

apparait[34].
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Figure 18 : Résultats possibles du TDR [34].
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1.4 Le traitement:

Les pharyngites et angines streptococciques nécessitent une prise d’antibiotiques,
notamment pour éviter des complications [35]. L’antibiothérapie se fait par voie orale
généralement a base de béta-Lactamines (Amoxicille essentiellement) ou céphalosporine de
2éme ou 3eme génération, puis des macrolides (Erythromycine ou Azithromycine) en cas
d’allergie aux béta-Lactamines. L’utilisation de ces derniers nécessite la réalisation préalable

d’un prélévement de gorge pour culture et d’un antibiogramme [36].

1.5 La complication des angines:

Il est important de bien diagnostiquer si la pharyngite ou 1’angine est d’origine
bactérienne ou non. En effet, L’angine virale guérit en général en quelques jours, sans
complications. Les angines évoluent le plus souvent favorablement en 3-4 jours, méme en
I'absence de traitement, mais elles peuvent donner lieu a des complications [37].

e Lescomplications inflammatoires post-streptococciques:

C'est I'ensemble des complications non suppurées et non toxiques des infections
streptococciques, a savoir les complications immunologiques. On définit des syndromes
mineurs comme I'érythéme noueux ou des manifestations articulaires isolées et des syndromes

majeurs comme le rhumatisme articulaire aigu, la glomérulonéphrite aigue ou la chorée [38].

- Laglomérulonéphrite aigue(GNA):

C’est une pathologie a part enticre. Il s’agit d’une inflammation du rein d’origine
infectieuse. Tout comme le RAA, le temps de latence de la maladie est de 5 a 20 jours.
L’organisme répond a une attaque streptococcique, en formant des anticorps. La fixation des
anticorps aux streptocoques donne lieu a des complexes immuns, qui vont se deposer et
s’accumuler dans le rein. Ces derniers sont toxiques pour le rein et provoquent une réaction

inflammatoire (Pierrevelcin, 2016)

- Lachorée:

La chorée post streptococcique appelée également chorée de Sydenham, ou chorée
rhumatismale, représente chez I’enfant la forme la plus commune des chorées acquises. Elle a
été décrite la premiere fois par Thomas Sydenham en 1686. I s’agit d’une infection post
streptococcique a streptocoque béta-hémolytique du groupe A, et elle est considérée comme

une manifestation majeure du rhumatisme articulaire aigu (RAA). (Djellab, 2012).
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2. Définition de la Candidose oro-pharyngé:

La candidose oropharyngée (COP) est 1’expression clinique de la prolifération excessive
dans la cavité orale d’une levure commensale saprophyte du tube digestif appelée “Candida”.
A ce stade, la levure devient pathogéne [39]. On distingue trois stades :

1. Le saprophytisme : la levure est normalement présente dans la cavité buccale, en faible
quantité, en équilibre avec la flore locale des autresmicro-organismes.

2. La colonisation : la levure se multiplie parce que les conditions locales, anormales, le
permettent.

3. L’infectionproprementditeoucandidoseoropharyngée:lalevuresemultiplieetdevient
pathogene. Elle est capable d’adhérence et d’envahissement tissulaire. Des 1ésions des
mugqueuses sont présentes[40].

- Lessymptdmes:

Les signes fonctionnels sont : douleurs, dysphagie, golt métallique. Il existe trois formes
cliniques :

- Pseudomembraneuse ou muguet (la plusclassique).

- Erythémateuseatrophique.

- Candidose hyperplasique ou pseudotumorale.

La perléche ou chéilite accompagne volontiers les candidoses oropharyngées [41].

Figure 19 : Le muguet buccal [41]. Figure 20 : La perleche ou chéilite [41].

e Traitement anti fongique:
¢+ Fluconazole po 200mg en doseunique.
¢ Alternative : Nystatine po suspension 100°000U 4x / j pendant 7-14 jours (lavage buccal

puisavaler),Miconazole(Daktarin®)gelpourlespatientsporteursdeprothesesdentaires [42].
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Introduction

Le Rhumatisme Articulaire Aigu (RAA)a d’abord été décrit comme maladie dans le
Journal The Lancet en 1889[43]. C’est une maladie inflammatoire compliquant une infection
par le streptocoque béta-hémolytique du groupe A. Son étiologie et sa pathogénie ne sont pas
encorebienélucidées,maislesenquétesépidemiologiquesetserologiquesappuientl’hypothése
d'une origine auto-immune. Si le RAA a presque disparu dans les pays développés, c'est dans
les pays en voie de développement qu'il pose encore un probleme de santé publique. Cette
maladie atteint les articulations, mais aussi le cceur, la peau et le systéme nerveux central. Son
traitement curatif repose essentiellement sur les anti-inflammatoires sa prévention est axée sur
une prophylaxie primaire en traitant toute angine streptococcique et secondaire par des
injections réguliéres toutes les 3 a 4 semaines de benzathine-pénicilline G[44].

1. Aspect épidémiologique:
Situation épidémiologique dans le monde :
L’¢épidémiologieduR A Aatoujoursétédifférentedanslespaysindustrialisésetlespays  en
développement [45]. Les informations fiables sur I’incidence du RAA sont rares. Dans
certains pays cependant, des données sur le RAA tirées des registres scolaires locaux donnent

des informations utiles sur les tendances RAA[43].

Situation dans les pays développés

L’incidence annuelle du RAA dans les pays développés a commencé a diminuer au
20eme siecle, avec une diminution marquée apres les années 1950. Elle est actuellement
inférieure a 1,0 par 100.000 [43].

Situation dans les pays en développement

Dans les pays en développement, la maladie sévit a 1’état endémique. Dans la plupart
decespays,onnedisposepasdestatistiquesprécisessurl’incidenceduRAA[45].Mémesiil est un
fait connu que les chiffres des hépitaux donnent souvent une information biaisée sur
I’ampleurdesmaladiesauseindelacommunauté,ilsconstituentlaseulesourced’ information
disponible dans la plupart des pays en développement[46].

Les quelques études menées dans les pays en développement montrent des taux
d’incidence qui varient entre 1,0 pour 100.000 enfants d’age scolaire au Costa Rica, jusqu’a

72,2 pour 100.000 en Polynésie Francaise, 100 pour 100.00 au Soudan) [43].
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Situation en Algérie
EnAlgérie,cetteincidenceétaitde11/100000habitantsparanen1997s0it6000nouveaux cas
elle a chuté a 1/100 000 par an soit 100 nouveaux cas pour I’année 2013 (Données de I’institut
national de santé publique). Cependant, il faut noter 1’existence d’une disparité importante
entre les différentes régions d’Algérie avec une incidence plus grande dans les régions
enclavées et peu desservie au plan de la santé et qu’il existe probablement une sous-
estimation des cas vu la fréquence des formes frustes dont 1’utilisation plus larges de

I’échocardiographie doppler a permis I’augmentation de leur prévalence[47].

2. Possibilité d’évolution de I’angine au rhumatisme articulaire aigu:

Plusieurs éléments doivent étre considérés par le clinicien avant de faire le lien entre une
angine et le RAA. Du point de vue épidémiologique, il faut retenir que les angines sontsurtout
duesauxvirus.Danslalittérature,80%desanginessontd’originevirale.Surles20%d’angines
d’origine bactérienne, 10 a 40% sont causées par le SBHA, parmi lesquels 1 a 3% évolue vers
le RAA. De plus, la premiere poussée de RAA survient surtout chez les enfants d’agescolaire,
avec un pic de fréquence entre cing a quinze ans. Une premiére poussée de RAA apres 25 ans
est rare[46].

3. Définition

Lerhumatismearticulaireaigu(RAA)estunemaladiedetypeauto-immuneatteignantavec
prédilection ’enfant. Elle est la conséquence retardée d’une infection pharyngée par un
streptocoque du groupe A, non ou insuffisamment traitée. Elle est probablement liée a un

mimétisme moléculaire entre certaines protéines bactériennes et les tissus cibles[48].

4. Facteurs de risque:

Il est bien connu que les facteurs socio-économiques et environnementaux jouent un role
indirect mais important dans la prévalence et la sévérité des RAA et CRCles facteurs telsque
I’insuffisance des ressources pour assurer des soins de santé de qualité, une qualification
inadéquate des agents de santé, et un bas niveau de sensibilisation communautaire a lamaladie
peuvent tous avoir un impact sur I’expression de la maladie au sein des populations. La
surpopulationauneffetnéfastesurl’incidencedelafieévrerhumatismale. Lesfacteurssuivants
augmentent le risque de développer une RAA :

e Surpopulation et mauvaises conditionsd’habitat.

e Accés limité aux soins de sante.

e Vivre dans un climat tropical [43].
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5. Mécanisme physiopathologique:

Le mécanisme pathologique exact du déclenchement d’un RAA est inconnu. Des réactions
croisées entre des antigénes streptococciques (par ex. protéines M) et des antigénes tissulaires
humains (myosine) qui, selon un mimétisme moléculaire, déclenchent des phénomenes auto-
immuns sont considérées comme la cause la plus probable [48].

e La capsule du streptocoque est composée d'acide hyaluronique identique a celui

retrouvé dans le tissu conjonctif humain.

e L'anticorps anti polysaccharide de la paroi bactérienne a une réaction croisée avec les
glycoprotéines des valves cardiaques ; les antigenes présents dans la membrane du
streptocoque réagissent avec le sarcolemme et le sarcoplasme des fibrescardiaques.

e La protéine M présente une homologie de séquence avec lamyosine.

Le RAA est initialement caractérisé par des lésions inflammatoires des tissus conjonctifs,

qui touchent surtout le cceur, les articulations, I’hypoderme et les ganglions de la base [48].

6. Symptéme:

Les symptdmes du rhumatisme articulaire aigu dépendent de la région la plus affectée, le
cceur, les articulations ou le systéme nerveux. La plupart des personnes atteintes d'un
rhumatisme articulaire aigu, présentent de la fiévre et des douleurs articulaires. Celles-ci se
manifestent principalement au niveau des genoux, des coudes, des chevilles ou des poignets.
La douleur articulaire se déplace caractéristiquement d'une articulation a une autre; ainsi, une
ou plusieurs articulations peuvent étre enflées, rouges et extrémement sensibles. La douleur
articulaire est habituellement réversible.

Plusieurs personnes chez qui le rhumatisme articulaire aigu apparait subissent des Iésions
aux tissus cardiaques, possiblement aux valves cardiaques (endocardite), au muscle cardiaque

(myocardite) et a I'enveloppe qui entoure le coeur (péricardite) ou aux trois a la fois[49].

7. Diagnostique

Le diagnostic du RAA repose encore aujourd’hui sur les critéres de Jones, il est défini par:

e [a preuve d’une infection streptococcique récente (€lévation significative des
antistreptolysines O (ASLO), prélévement de gorge positif au Streptocoque du groupe
A, scarlatine récente).

e ct la présence de deux critéres majeurs ou 1’association d’un critére majeur et de deux

criteres mineurs[50].
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e Critéres de Jonesrévisés

Les criteres de Jones révisés établis par ’OMS en 2003 (4) Le diagnostic de crise de

RAA est établi selon les criteres de Jones, ces derniers se basent sur les critéres majeurs,

mineurs et la preuve d’une infection streptococcique rapportés dans le tableau ci-dessus

(Tableau 04) [47].

Tableau 04. Critéres majeurs et mineurs d’une infection streptococcique

Preuve de ’infection par le

- Nodulessous

- cutanée

Manifestations majeures Manifestations mineurs SBGA (streptocoque béta
hémolytique du groupe A)
- Cardite - Fievre - SBGA sur le frottis de gorge
_ - Arthralgie (culture)

- Arthrite . . .

- Intervalle PR allongé sur - Anticorps antistreptolysine O
- Chorée deSydenham I’ECG - CRP élevée élevés (ASLO)
- Erythémemarginé - Anti corps

antideoxyribonuclease B élevés
(Anti-DNase B)

- Scarlatine récente

Selon ’OMS, le diagnostic d’une crise de RAA est retenu selon les critéres de Jones

révisés suivants (Tableau 05) (4).

Tableau 05. Critéres de Jones pour le diagnostic du RAA (4).

Catégories diagnostics

Critéres

Premier épisode de crise de RAA

- 2 critéres majeurs - ou un critére majeur
et 2 mineurs + évidence d’infection
streptococcique A antérieure

Récidive de RAA sans antécédent de
cardiopathie rhumatismale antérieure

- 2 criteres majeurs - Ou un majeur et 2
mineurs + évidence d’infection
streptococcique A

Récidive de RAA avec antécédent de
cardiopathie rhumatismale antérieure

- 2 critéres mineurs + évidence d’infection
streptococcique A Antérieure

Lésion valvulaire rhumatismale chronique
qui se présente pour la premiére fois

Aucun critére n’est nécessaire
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8. Traitement:

Le RAA se développe environ deux a trois semaines apres le début d’une infection a
streptocoque de groupe A (SGA). En général la maladie peut durer jusqu’a trois mois et guérit
sans traitement. Avec traitement, les symptomes disparaissent au-dela d’une a deux semaines
(Tableau06) [43].

Tableau 06. Traitement du RAA (43)

- Hospitalisation et mise au repos.

1. Antibiothérapie :

1. Benzathine-benzylpénicilline.

Traitement curatif : | 2. PénicillineV.

3. Erythromycine en cas d’allergie a la pénicilline.
2. Traitement anti-inflammatoire :

- les corticoides sont préférés a 1’aspirine.

1. Prophylaxie primaire :

- une injection de benzathine-benzylpénicilline.

- pénicilline V si contre-indication de la voieintramusculaire.
Traitement - érythromycine per os en cas d’allergie a lapénicilline.
prophylactique :

2. Prophylaxie secondaire :

-Benzathine-benzyl pénicilline : une injection intramusculaire

chaque 21 jours.

- pénicilline V : deux prises quotidienne (si contre-indication de
I’'IM)

- Erythromycine : en deux prises quotidienne (si allergie a la

pénicilline).
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v" Surveillance et durée dutraitement

Surveillance

Examen clinique quotidien avec prise de la tempeérature, et examen cardiaque et
neurologique ainsi que la prise de poids et de la pressionartérielle.
UneVShebdomadairejusqu'asanormalisationengénéraleendeuxsemainespuis
chaque 15jours jusqu'a I’arrét dutraitement

Un ECG et un Echodoppler cardiaque au début et a la fin du traitement puis 6

mois apres a la recherche d’une valvulopathie séquellaire[47].

Durée

Apres un RAA sans cardite : Minimum 5 ans ou jusqu’a 1’age de 21ans

Aprés un RAA avec cardite mais sans cardiopathie rhumatismale séculaire:
Minimum 10 ans ou jusqu'a I’age de 25ans.

Aprés un RAA avec cardite et cardiopathie rhumatismale séculaire: Minimum10

ans ou jusqu'a I’age de 40 ans, parfois a vie [47].
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1. La méthode bactériologique clinique (prélévement degorge)

LesinfectionsastreptocoqueAchezl'enfantpeuventdéclencherunrhumatismearticulaireaigu
ou une glomérulonéphrite, mais elles sont beaucoup plus rares que les angines d'originevirale.
Chercher le streptocoque permet de donner les antibiotiques uniquement a bon escient
(Cheghib et al.,2019).

1.1 ODbjectif :

Le principal objectif du préléevement de gorge est de savoir si l'infection est d'originevirale
ou bactérienne. La bactérie responsable de l'angine, le Streptococcus pyogenes (également
connue sous le nom destreptocoque de groupe A), est extrémement contagieuse et se transmet

facilement d'une personne a une autre[52].

1.2 Protocole expérimentale

Le protocole suivi au laboratoire de bactériologie a 1’hopital Ibn Zohr a Guelma est

résumé comme suit :
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1. Prélevement 2. Enrichissement
(2h dans le bouillon nutritif)

\ 4

( 3. Isolement
L

4. Incubation w
(37°C (24h - 48h) J

i
l
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5. ldentification 6. Antibiogramme

5.1 Tests 5.2 Tests
Biochimiques Préliminaires

Figure 21 : Protocole établi pour I’étude des prélévements de gorge.

1.3 Prélevementpour la méthodes bactériologique :

Conditions de prélevement :
- Demandez au patient s'il utilise un bain de bouche ou s'il prend des antibiotiques[52]
- De préférence pas d’antibiothérapie et a jeun. [53]

Car cela peut affecter lesrésultats.

Mateériel nécessaire pour le préléevement
v Abaisse-langue a usageunique.

Lampe dediagnostic.

Ecouvillonstérile.

Milieux d’enrichissement (bouillonnutritif).

AN NERN

Une pochette iso-thermique pour le transport desprélevements.
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Principe
Il faut suivre un protocole de prélévement de gorge bien précis :

- Le malade est assis, la téte en arriére, la bouche largement ouverte, la langue tirée vers le
bas, le pharynx bien visible.

- Eclairer « si besoin » le fond de la gorge du patient au moyen d’unelampe.

- Faireémettreleson«aaahh»parlepatientpourdiminuerlereflexenasaltoutenappuyant sur
I’arriére de la langue avec une abaisse langue pour faciliter]’acces.

- Avec un écouvillon stérile, on a I’attachement appuyé¢ des deux loges amygdaliennes et la
paroipostérieuredupharynx,ilfautéviterlecontactdel’écouvillonaveclalangueouavec laluette.

- ldentifier le patient sur le prélevement : age, sexe,date.

- Acheminer le prélévement vers le laboratoire dans un milieu d’enrichissement (moins de 2

heures). (Cheghib et al.,2019).

Le travail pratique a été réalisé dans le laboratoire de bactériologie de 1’hopital Ibn Zohrde

Guelma.

Le monde d'enfants Patisse! EQ

Marché centre-ville Placette
Croissant Rouge Algérien §

5 ! r Banque d
2 développement local

Mosquée El Atik \g
tribunal de gma ¢/
(g "Hupna\ 1bn Zohr
superette 250Uk
Lycée Abd El Haque / ~ @

{amouda = A ) Grande Poste

Pharmacie
Abdaoui Souad

la Wilaya de Guelma ¢
\ et Annexes ¥
¥ APC De Guelma -Mairie

aals ol 00018

Figure 22 : Géolocalisation de I'hépital 1bn Zohr (Guelma).
Onarecueillies17prélevementseffectuéssurdespatientsagésentre5et33ansdesexe
différent aux niveaux de plusieurs services médicaux (Tableau 7). Les prélevements ont été
réalisés par les médecins lors de la consultation de patients présentant des signes d’infections
qui se résument souvent en des signes généraux (fievre) et des signes locaux (rougeur de la
gorge, gonflement,douleur...ctc.).Pendant la période allant du 28/07/2019 jusqu’au
29/10/2019 et du 21/02/2020 jusqu’au 20/03/2020.
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Remarque : Malheureusement, on avait envisage de réaliser notre étude sur une vingtaine de
patients au minimum, mais aux bouts du 17 patients, la pandémie du Corona virus (Covid -19)

nous a obligé de quitter I’hopital et arréter le travail pratique.

Tableau 07 : Le nombre des prélevements selon le service.

Le service de prélevement | Le nombre de prélevement | Le pourcentage de prélévement
H,Qpltal ‘Ibn thr (Service 5 29 41%
d’infectiologie)
Cabinet d’ORL 6 35,29%
Cabinet  medicale  de 0
groupe Chiffa 3 17,65%
EPSP Belkhir (Guelma) 3 17,65%
Totale 17 100%
1.4 Isolement

Les bactéries a intérét médical les plus fréguemment responsables d'infection arriventa
se développer facilement sur des milieux de culture usuels. Ces milieux sont indispensables a
lamultiplicationbactérienne, cequipermetparlasuiteuneidentificationbactérienneainsique
I'étude de la sensibilité aux antibiotiques lorsque la bactérie est isolée en culture pure (Deniset
al.,2016).

Principe d’isolement

L'isolement permet :

v D'isoler une ou plusieurs souches contenues dans un mélange : il y aura autant de
colonies différentes que de souchesdifférentes.

v De Vérifier la pureté d'une souche étudiée : une souche pure ne donnera qu'un typede
colonie.

L’isolement peut étre réalisé par épuisement, en étalant le produit initial a la surface d’un

milieu solide appropri¢ [54]. L’incubation correspond au passage d'une culture dans une étuve

bactériologique a une température et pendant une durée déterminée (Solbi, 2013).
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1.4.1 Milieu de culture

Lesmilieuxdecultureutilisésenbactériologiedoiventcontenirlesélémentsnécessaires a la

survie et a la multiplication des bactéries, et doivent posséder les propriétés physicochimiques

convenant a cette culture (Denis et al.,2016). Un milieu de cultureest composé d’un mélange

de substrats nutritifs, d’un systéme tampon pour éviter les variations importantes du pH, de

sels minéraux et de vitamines. Il est possible d’ajouter d’autres facteurs de croissance (sang,

protéines,....). Ils sont de nature solide, semi-solide ou liquide. Parmi les milieux de culture,

on distingue[55]:

a) Milieux enrichis : Ils sont utilisés pour la culture des espéces exigeantes sur le plan

nutritionnel. Ils sont enrichis par I’adjonction d’extraits d’organes (cceur ou cervelle),

de sang (cheval ou mouton),etc.

b) Milieux sélectifs :

L’incorporation dans un milieu d’un produit déterminé permet

quelquefois la croissance d’une ou plusieurs espéces mais empéche le développement

desautres.

¢) Milieux d’identification : Ce sont des milieux qui sont employés pour la mise en

¢vidence d’une activité enzymatique [56].

» Tableau 08 :La recherche de différents germes

Milieux Usage Incubation Lecture
Utilisé pour la recherche g;logeures eﬁ Examen  macroscopique  des
Gélose nutritive | des  micro-organismes | _, . colonies.
. aérobiose,
peu exigeants.[57]
» Tableau 09 : La recherche des bactéries Gram (-) :
Milieux de .
culture Usage Incubation Lecture
- Détermine si la bactérie Lactose (+) colonies rouges
fermente le lactose ou | 18 a 24ha entourées d’un halo opaque de la
Mac Conkey | pas.[58] 37°C [58] méme couleur dd a la précipitation

- Utilisé pour isolement
desentérobactéries.

des sels biliaires. Lactose (-) :
Colonies jaunes ou incolores[58]
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» Tableau 10 : La recherches des bactéries Gram (+)

Milieux Usage Incubation Lecture
lsolement de Si S_tap_hylococcusaureus L
Staphylococcus aureus colonies jaunes avec halo clair
. ' 24-48h (Mannitol +)
Numeération des .
Chapman staphylocoques. [58] [58] Les autres_colonles sont
' (Mannitol -).[58]
- Hémolyse B ou compléte :
Les colonies sont entourées
d’une zone claire et incolore ;
les globules rouges sont lysés
Isoler des bactéries et on -48 [37C° | €t I’hémoglobine dégradée en
les différencier selon le En un composé incolore.
type d’hémolyse (a, B anaérobiose | Hémolyse a ou partielle :
Gélose au sang ouy) [59] L’pél}loglobin_e est r_éduite en
(frais / cuit) [59] méthémoglobine et il y a alors
une zone verdatre ou brunatre
autour des colonies.
- Hémolyse v :
Absence d’hémolyse [59]

La différence entre eux c’est que les globules rouges dans la gélose au
sang cuit sont lysés au cours de la préparation du milieu. Additionné de
sang au bain d'eau a 75°C pendant environ 10 minutes)

» Tableau 11 : La recherche des levures et des champions :

Milieux de culture Usage Incubation Lecture
L’isolement d'une
grande variété de levures
(Candida albicans) et
Sabouraud F;(ngi?isgrqegé 48 h / 30°Ca Etude macroscopique et
chlorampheénicol 35°C. microscopique (état frais).

chloramphénicol inhibe
la croissance des

bactéries Gram positif et

Gram négatif [60]
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1. 5 identifications :

Elle se divise en deux types de Tests : des tests préliminaires et des tests Biochimiques.

2.1.1 Testspréliminaires

A. Etudemacroscopique

Une observation macroscopique permet de décrire I’aspect des colonies, obtenues sur
milieu solide (taille, pigmentation, contour, aspect, viscosité) (Mami, 2013).

Apres incubation, le premier critére d’identification sur lequel on se base est celle de
I’aspect macroscopique des colonies vu a I’ceil nue, que ¢a soit taille, forme du relief(bombée,
semi bombée, plate), couleur, aspect (collant, filamenteux...), odeur, transparence (opaque,
translucide),alluredescontours(régulier,dentelés),pigmentation,etaspectdelasurface(lisse ou
rugueuse) (Mami,2013).

B. Etudemicroscopique
L’examen microscopique permet de mettre en évidence la forme des germes, leur mode de
regroupement et éventuellement leur mobilité (si elle existe) (Louzri, 2017).
e Etatfrais
C’est une méthode rapide qui consiste a observer entre lame et lamelle une suspension
Bactérienneal’ objectif40.Lesbactériessontvivantes,onpeutalorsdéterminerdescaractéres  tels
que la morphologie génerale, la mobilité et le regroupement (bacille ou coque) ainsi quele

type de colonies (Mami,2013).

Test de Blastese

Ce test est aussi appelé test de germination ou encore test de filamentation. Ce test estbasé
surlafilamentationdeCandidaalbicansmisensérumen3-4h.Letestestréaliséparincubation
del’isolatpendant2a4hdansunsérum(depoulaindepréférence)a3s-37°C.L’apparitionde tube
germinatif aux caractéristiques particuliéres permet d’identifier Candida albicans

(Benkirane,2014).

e Coloration deGram

Principe:lacolorationdeGramestunecolorationdifférentielle,permetdeséparerlesbactéries Gram

positif de celles a Gram négatif.
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Technique :

Préparerunfrottisbactérienapartird’uneculturepure(doitétreminceethomogene,le sécher
puis le fixer a la flamme).
CouvrirlefrottisavecunesolutiondeVioletdeGentiane;laisseragirpendantlminute.

Jeter le colorant puis fixer avec le Lugol et laisser agir environ 1minute.

Jeter le Lugol et décolorer la préparation par I’alcool a 70° entre 15-30 secondes selon
les auteurs ; rincer immédiatement al’eau.

Recoloration par la Fushine pendant 1 minute ; rincer a I’eau durobinet.

Sécher au-dessus de la flamme d’un becBunsen.

Apres séchage de la lame, on observe sous microscope avec un grossissement (X100)
apres avoir déposé une goutte d’huile a immersion. Cette coloration différentielle nous

permet de classer les bactéries en deux catégories (Louzri,2017).

Tableau 12. La classification des bactéries selon la coloration du Gram ( Louzri, 2017).

Bactéries & Gram positif Bactéries a Gram négative

Apparaissent en violet foncée grace a leur
paroi épaisse et pauvre en lipide qui ne
laisse pas 1’alcool passer, dans ce cas les
bactéries gardent la coloration primaire.

Colorées en rose ou en rouge car elles
perdent leur premiere coloration a cause de
leur paroi riche en lipide qui laisse diffuser
I’alcool qui a son tour décolore le contenu
cellulaire

2.1.2 Test biochimique

En plus des caractéres morphologiques, 1’identification est aussi effectué¢e sur la base de

quelques caractéres biochimiques (Aouati, 2009).

Etude de meétabolisme respiratoire :

Test a la catalase :

But : C’est un test discriminatif qui permet de différencier les bactéries & Gram positif entre

Elles.

Technique :

Placer une goutte de H202 sur une lame de verre (agodet).

Avec une anse de Koch, préelever des bactéries et les disperser dans leH;0..

Réaction :

Catalase

H.0, » H,O + 1/20;
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Interprétation :
- Reaction positive : une production de bulles indique la présence decatalase.
- Reactionnégative:uneabsencedebullessigneuntestnégatif(BestandjietDaci,2016).
Test a oxydase :
But : La recherche de 'oxydase est I’un des critéres les plus employes pour l'identification des
bacilles a Gram négatif.
C’est une enzyme qui catalyse une réaction d’oxydo-réduction en impliquant une molécule
d’oxygene.
Technique :
Sur une lame porte-objet propre
- Déposer un disque d’oxydase et I’imbiber avec une goutte d’eau distillée ou d’eau
physiologiquestérile
- Prélever une parcelle de la colonie a étudier a 1’aide d’une pipette Pasteur boutonnée
stérile et 1’étaler sur le disque (Meziani, 2012).
Réaction : DH+O, —— H>02+ E (Kongolo,2015).
Interprétation :
- Oxydase(+):Unecolorationviolettefoncéeapparaitimmédiatementsurledisqueouen
quelques secondes puis vire aunoir.
- Oxydase (-) : Le disque reste incolore (Meziani,2012).
e Teste a coagulas:
But : Le test de la coagulas sert a différencier les staphylocoques (Amartin, 2016).
Technique :
- Dans un tube a hémolyse contenant 0,5ml de plasma sont introduit 0,5ml de la
suspension bactérienne déjapreparée
- Incube a 37°C pendant 1 a 2 heures voire 24heures.
- Untémoinnégatifestpréparéenmélangeantlebouillonnutritifauplasmadulapin.Ces
témoins ne sont pas ensemencés (Aouati,2009).
Interprétation :
- L’espéce Staphylococcus aureus (staphylocoque doré) posséde unecoagulas.
- Les autres staphylocoques (env. 30 a 40 especes) dont S.epidermidis sont des
staphylocoques a coagulas négative(Amartin,2016).
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e Identification par les API :
Lesgaleriesd’identificationAPIsontlaréférenceglobaledel’identification,etsontchoisies  par
les biologistes dans le monde du fait de leur facilit¢ d’utilisation et de leur haute
performance[62].
Identification par la galerie API Strep 20 :

But : Elle permet de faire un diagnostic de groupe ou d'espéce pour la plupart des streptocoques.

Principe
La galerie API 20 Strep comporte 20 microtubes contenant les substrats deshydratés

pour lamise en évidence d'activités enzymatiques ou de fermentation de sucres.

Technique
Préparation de la galerie
- Réunirfondetcouvercle d'uneboited'incubationetrépartirenvironsmld'eaudistillée ou
déminéralisée dans les alvéoles pour créer une atmospherehumide.
- Inscrirelaréférencedelasouchesurlalanguettelatéraledelaboite.Sortirlagaleriede son
emballageindividuel.
- Placer la galerie dans la boited'incubation.
Inoculation de la galerie
Les tests enzymatiques sont inoculés avec une suspension dense, réalisée a partir d'une
culturepure,quireconstituelesmilieux.Lesréactionsproduitespendantlapérioded'incubation
setraduisentpardesviragescolorésspontanésourévélésparl'additionderéactifs. Lestestsde
fermentationsontinoculésavecunmilieuenrichi(contenantunindicateurdepH)quiréhydrate  les
sucres. La fermentation des carbohydrates entraine une acidification se traduisant par un
virage spontané de l'indicateur coloré. La lecture de ces réactions se fait a I'aide du Tableau de
Lecture et l'identification est obtenue & l'aide du Catalogue Analytique ou d'un logiciel
d’identification (Bestandji et Daci,2016).

1. 6 Etude de la sensibilité auxantibiotiques

Définition : Un antibiogramme est une technique de laboratoire visant a tester la sensibilité
d'une souche bactérienne vis-a-vis d'un ou plusieurs antibiotiques connus. Le principe consiste
a placer la culture de bactéries en présence des disques d’antibiotiques et a observer leur

comportement.
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Milieu d’ensemencement : Les milieux utilisés pour la réalisation de I’antibiogramme sont

gélose au sang et Muller Hinton.

Technique d’ensemencement utilisée : L’ensemencement du milieu a été réalisé par
inondation,’excesdel’inoculumestéliminé.LesboitesdePétrisontmisesenpositioninclinée

pendant 3 a 4 minutes afin d’éliminer tout excésd’inoculum.

Application des disques : Les disques d’antibiotiques -contenu dans les cartouches- sont
déposéssurlesgélosespréalablementséchées,al’aided’unepinceflambéeetrefroidie,touten

respectant la distance de 2 cm entre les disques et 1 cm du bord de laboite

Incubation : L’incubation des antibiogrammes se fait a 37°C pendant 18-24 heures

Lecture d’antibiogramme : Aprés incubation, autour de chacun des disques on a soit une
poussebactériennesoitunezoned’inhibition. Lamesuredudiametredeceszonesnouspermet de
détermine si elle en est sensible, intermédiaire ou résistante en se référant aux valeurs données
par le comité de 1’antibiogramme de la société frangaise de microbiologie. (Torres, 2012).
2. Dosage des anticorps antistreptolysine O :

Cette analyse permet de déceler dans le sang des anticorps antistreptolysineO, qui
témoignent de la présence d’une infection a streptocoques (par exemple une angine ou

pharyngite, un rhumatisme articulaire aigu) [63].

2.1 Définition :

L’ASLO est un anticorps dirigé contre les streptolysines O (SLO) qui sont des
substances antigéniques produites par le streptocoque du groupe A [64].
Remarque :
1. Sontauxpeutétreélevéchez10%dessujetsnormauxcard’autrestypesdebactériespeuvent
secréterunanaloguedecetenzyme.llpeutétrenormalchez20%dessujetsayantleRAA[64].
2. La prise de certains antibiotiques et les corticoides peuvent diminuer la concentration

sanguine en anticorps ASLO[65].
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2.2 Protocole expérimentale:

Le protocole suivit dans le laboratoire de sérologic de L’EPSPcité Ain Defla, Guelma
est resumé comme suit :

Prélevement Centrifugation Récupération du
sanguin sérum
Reésultats apres Dosage des
_ antistreptolysinesO  |[¢————
2min
ASLO positif ASLO négatif

Figure 23 : Protocole suivie pour le Dosage des anticorps antistreptolysine O.

Principe :
Ce dosage consiste en une prise de sang effectué dans un laboratoire d'analyses
médicales.Onrecherche,pardestechniquesd’hémagglutination,laprésenceounond‘anticorps

ayant permis de réagir contre un marqueur particulier de la bactérie streptolysine O[66].

2.3 Prélevement pour la méthode sérologique :

Les prélevements ont été effectués sur 25 patients ages entre 4 et 54 ans de différents
sexes, au niveau du laboratoire de sérologie de I’EPSP cité Ain Defla, Guelma.
Le dosage des anti-streptolysines O (ASLO) se fait via un prélévement de sang veineux (en
général au pli du coude) avec garrot enleveé le plus rapidement possible. [67]
Le sang est récupéré dans un tube sec
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2.4 Matériel utilisé pour cette analyse
1. Echantillon : sérum humainfrais.
2. Les Réactif :

Réactif du kit commercial : DIAGNO-ASLO (ASLO-Latex) de I’entreprise Algérienne. Sarl
DIAGNOPHARM.

Figure 24 : Kit commercial DIAGNO-ASLO (ASLO-Latex).

Tableau 13 : Composition chimique des réactifs du Kkit.

Nom du réactif Composition Quantités
1. Réactif de latex Zz;rit(;gu(;gz (;jdei LI;':l]t1ex enrobées de streptolysineO 0,9/5 i
2 Contile st |~ (RSN ASLO G
3. Controle négatif iézritérgzr;;rggilum 0,9/59/I

Appareillage
e Centrifugeuse.
e Le matériel nécessaire pour la réalisation du test:
e Micropipettes avec embouts jetables de 50 pl.
e Plaqueréutilisable.

e Batonnets de mélange jetable.
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2.5 Modeopératoire
Nous avons suivi la méthode qualitative selon la fiche technique fournit avec le kit
commercial utilisé :
1. Amener les réactifs et les échantillons a la température ambiante(18-25°C).
2. Placer les échantillons et les contréles dans des cercles distincts sur la plaque (50pl
d’échantillon (équivalent d’une goutte) ; et 1 goutte de controles).
3. Agiter doucement le réactif de latex avant utilisation et ajouter une goutte a c6té de
I’échantillon a tester (1goutte de réactif).
4. Meélangerlesdeuxgouttesavecunbatonnet,enlesétalantsurtoutelasurfaceducercle.
(Utiliser des batonnets différents pour chaqueéchantillon).
5. Incliner la plaque d’avant en arricre pendant 2 minutes pour que le mélange tourne
lentement a I’intérieure descellules.
Remarque : De faux résultats positifs peuvent apparaitre si le test est lu aprés deux

minutes.[76]

2.6 Lecture:

Examiner macroscopiquement la présence ou I’absence d’agglutination visible aprés 2 minutes
[76]. Le seuil de positivité est fixé a 200 U ASLO/ml.

Titre <200 U ASLO /ml : non significatif d'une infection streptococcique.

Titre > 200 U ASLO /ml : significatif d'une infection streptococcique [67]
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Résultats de la méthode bactériologique clinique :
Le tableau ci-dessous englobe les informations nécessaires sur vingt prélévements de vingt

patients différents ont été realise pendent cette etude

Tableau 14 : Renseignements sur les patients avant les prélevements

Prélévement Sexe Age Prise de traitement
01 3 18ans Aucun traitement
02 3 16ans Aucun traitement
03 3 33ANS Amyrodal
04 3 17ANS Pénicilline, Flagile
o 0 odans Amoxicilline ;

Pénicilline
06 Q 33ans Ciprolon
07 3 10ans Aucun traitement
08 Q 05ans Aucun traitement
09 Q 05ans Aucun traitement
10 Q 27ans Pénicilline
11 Q 18ans Aucun traitement
12 3 20ans Aucun traitement
13 Q 27ans Amoxicilline
14 Q 14ans Bioclav
15 Q 32ans Aucun traitement
16 Q 22ans Amoxicilline
17 Q 33ans Aucun traitement
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Tableau 15: Lecture macroscopique des colonies aprés incubation

Gélose nutritive

Sabouraud chloramphénicol

Mac Conkey

Grosses muqueuse, roses et

01 Aucune pousse Aucune pousse .
réguliéres
Petite, Beige, arrondie Petite, rose clair, Bomber,
02 Lo Aucune pousse PN
bombé reguliere réguliere et muqueuse
03 Gross, arrondie, beige | Grosse, arrondie, blanchatre, Gross, muqueuse,
bombeé, lisse odeur de fermentation Roses et réguliéres
Petite, arrondie,
04 (e Aucune pousse Aucune pousse
réguliere, transparent,
Petite, blanchatre,
05 L s Aucune pousse Aucune pousse
réguliére
Gross, arrondie, beige,
06 P g Aucune pousse Aucune pousse
réguliére.
Gross, arrondie, beige,
07 L g Aucune pousse Aucune pousse
réguliére.
Gross, arrondie, beige,
08 P g Aucune pousse Aucune pousse
réguliere.
Petite, Beige, arrondie
09 1€, arr Aucune pousse Aucune pousse
bombé réguliere
Petite, arrondie, beige
11 L Lo ’ Aucune pousse Aucune pousse
lisse et réguliere P P
Petite, arrondie, un
13 P Aucune pousse Aucune pousse
contour regulier.
Petite, arrondie,
14 A Aucune pousse Aucune pousse
blanchétre
Grand et fine, bombe, Petite, blanchatre, bombé,
15 . P NN Aucune pousse
beige et réguliére réguliére
Petite colonie arrondie
16 . . Aucune pousse Aucune pousse
beige bombé
Petite arrondie bombé
17 Aucune pousse Aucune pousse

beige conteur régulier
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Tableau 16 : Etude des caractéres culturaux des bactéries isolées

Chapman Gélose au sang frais Gélose au sang cuit
01 Aucune pousse Aucune pousse Aucune pousse
02 Aucune pousse Petite, grisatre, réguliére Petltg » 9 sare,
réguliére
03 Aucune pousse Aucune pousse Aucune pousse
04 Aucune pousse transparente avec un halo S (Jn halg vert
clair réguliére. o
réguliere.
05 ALCUNE DOUSSE Petite, arrondie, grisétre, Petite, arrondie,
P bombé grisatre, bombé
06 Arrondie, b,elge_,‘ Petite, arrondie, bombé. Petite, arrqndle,
muqueuse et réguliére. bombé.
07 Grosses, Bombées Petite, arrondie, Petite, arrondie,
Jaunes, mauvaise odeur. Reéguliere Réguliere
08 Grosses, Bombées Petite, arrondie, Petite, arrondie,
Jaunes, mauvaise odeur. Réguliére Réguliére
Petites, arrondies, Petites, arrondies,
09 Aucune pousse transparentes, avec un halo | bombées, avec un halo
clair, réguliéres vert régulier
11 Aucune pousse Petite, arron,dle,. pelge, lisse Petlye, arron,dle,_pelge,
et réguliére lisse et réguliere
Petite, arrondie beige, Petite, arrondl,e, beige,
13 Aucune pousse bombé. réauliere bombe
» €9 Réguliere
Fine, grisatre, arrondie, Fine griséatre, arrondie,
14 Aucune pousse . PR . L
bombé, et réguliére bombé, et réguliére
15 Petite, jaune, bombé et Fines, arrondie, grisatre, Fines, arrondie,
réguliére réguliére. grisatre, réguliére.
Petite, arrondie bombég, Petite, arrondie bombe,
16 Aucune pousse . L . L
beige et régulier beige et régulier
Fines colonies avec un Fines colonies avec un
17 Aucune pousse

centre et régulier

centre et régulier
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Figure 27 : Colonie Blanchatre sur gélose Figure 28 : Colonie sur Gélose au Sang cuit
Sabouraud Chloramphénicol.

Figure 29 : Colonie sur Gélose ausangfrais Figure 30 : Colonie rose crémeuses surMac
Conkey.

45



Chapitre 04 : Résultats et discussion

Tableau 17 : Lecture microscopique des colonies apres incubation

Gélose nutritive

Sabouraud
chlorampheénicol

Mac Conkey

01 Bacile Gram (-) - Bacille, Gram (-)
02 Cocci Gram (+) - Cocci (+)
03 Coco bacile Gram (-) - Bacile Gram (-)
04 Cocci Gram (+) - -

05 Cocci Gram (+) - -

06 Cocci Gram (+) - -

07 Cocci Gram (+) - -

08 Cocci Gram (+) - -

09 Cocci Gram (+) - -

11 Cocci Gram (+) - -

13 Cocci Gram (+) - -

14 Cocci Gram (+) - -

15 Cocci Gram (+) - Cocci Gram (+)
16 Cocci Gram (+) - -

17 Cocci Gram (-) - -
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Tableau 18: Lecture microscopique des colonies apres incubation

Chapman Gélose au sang frais Gélose au sang cuit
01 - - )
02 ; Cocci Gram (+) Cocci Gram (+)
05 ] chci en amas, en chci en amas, en

chénette, Gram (+) chénette, Gram (+)
o4 ) Cocci en chénette Gram | Cocci en chénette Gram
(+) +)

05 ; Cocci Gram (+) Cocci Gram (+)
06 - Cocci Gram (+) Cocci Gram (+)
07 Cocci Gram (+) Cocci e Gram (+) Cocci Gram (+)
08 Cocci Gram (+) Cocci Gram (-) Cocci Gram (+)
09 _ Cocci Gram (+) Cocci Gram (+)
11 ; Cocci Gram (+) Cocci Gram (+)
13 ; Cocci Gram (+) Cocci Gram (+)
14 - Cocci Gram (+) Cocci Gram (+)
15 Cocci Gram (+) Cocci Gram (-) Cocci Gram (+)
16 ] Cocci Gram (+) Cocci Gram (+)
17 ] Cocci Gram (+) Cocci Gram (+)
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Figure 31 : Cocci Gram (+) en amas et
grappe deraisin

Figure 33 : Bacille Gram (+)

J Figure 34 : Coco-Bacille Gram (-)
(contamination)
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Tableau 19 : Résultats des tests oxydases et catalases.

GSF GSC Mac Conkey | Chapman rfft'roliff

cat ox | cat | ox | cat | ox | cat | ox | cat | Ox
01 (+) Q) (+) ) (+) ) - - ) Q)
02 ) Q) ) ) - - - - ) Q)
03 ) Q) (+) ) +) | ) - - + | &
04 ) Q) ) ) - - - - Q) Q)
05 ) (+) Q) ) - - - - Q) Q)
06 (+) Q) ) ) - - +) Q) Q) Q)
07 (+) (+) (+) (+) - - (+) Q) + | &
08 (+) (+) (+) (+) - - +) Q) + | 06
09 ) Q) ) ) - - - - + | 06
(I ) Q) ) ) - - - - Q) Q)
13 ) (+) ) (+) - - - - Q) Q)
14 ) Q) Q) (+) - - - - Q) +)
15 (+) Q) (+) ) (+) ) +) Q) ) | 6
16 ) (+) (+) (+) - - - - + | &
17 (+) Q) (+) (+) - - - - + | 6
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Figure 37 : OxydaseNégative

Figure 38 : Oxydase positif
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Tableau 20 : Résultats de I'examen microscopique a I'état frais.

Préléevement Etats frais
03 Test positive : formation de filaments
15 Test positive : formation de filaments

Figure 39 : Test de filamentation

Tableau 21 : Test coagulas pour les staphylocoques

Prélevement Coagulas
06 (-)
15 (+)
-
w
Figure 40 : Testcoagulasepositive Figure 41 : Test coagulasenégative
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Tableau 22 : Résultat de la galerie biochimique APl 20 STREP

Prélevement

Code de I’api 20 strep

Identification

02 5147770 Enterococcus faecum (97.1%)

04 3100400 Aerococcus viridans 2 (93.6%)

05 2060040 Lactobacilus lactis ssp cremoris

77%

09 6561404 Streptococcus pyogens

11 7001570 Aerococcus viridans 3 (98.8%)

13 5001640 Leuconostoc ssp (97.9%)

14 7000454 Listeria spp (80,6%)

15 6041470 Streptococcus sanguinis (98%)
Lactobacilus lacti sssp cremoris

16 1000410 (76.6%)

17 1003450 Leuconostoc spp (95,6%)

Tableau 23 : Résultats de la galerie biochimique APl STAPH

Prélévement Code de ’API STAPH Identification
06 6735710 Staphylococcus lentus (93.4%)
08 6336053 Staphylococcus aureus (88.6%)
15 6736111 Staphylococcus aureus

Tableau 24 : Résultats de la galerie biochimique APl 20 NE

Prélevement

Code de ’API 20 NE

Identification

15

5420000

Mannheimia hemolytica /
Pasteurella trehalosi (95.7%)

Tableau 25

: Résultats de la galerie biochimique API 20 E

Prélevement

Code de ’API 20 E

Identification

01

1215773

Klebsiella pneumoniae

03

5257732

Klebsiella pneumoniae ssp
pneumoniae (95%)
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Figure 42 : Résultats de I’API 20 STREP
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Tableau 26 : Résultats d’antibiogramme des Entérobactéries

- CTX30| E15 | C30 | P10 | AMX25 | GEN10 | Van30
Prélévement Germes
(mm) | (mm) | (mm) | (mm) | (mm) (mm) (mm)
Klebsiellap
ul neumoniae i 0 05 0 10 i i
Klebsiellapneu
03 moniaessppneu 24 0 20 0 15 23 18
moniae
Tableau 27 : Résultats d’antibiogramme pour les Non Enterobacteries
. CTX30 | E15 | C30 P10 | AMX25 | GEN10 | Van30
Préléevement Germes (mm) | (mm) | (mm) | (mm) (mm) (mm) (mm)
Mannheimia
hemolytica /
= Pasteurella 28 ) 32 ) 0 24 )
trehalosi
Tableau 28 : Résultats d’antibiogramme pour Staphylocoque.
- CTX30 | E15 C30 P10 | AMX25 | GEN10 | Van30
Prélevement Germes mm) | (mm) | (mm) | (mm) (mm) (mm) (mm)
06 Staphylococ | g 15 | o 29 35 17 15
cus lentus
Staphylococ
08 CUS aUreus 15 15 27 08 - 18 18
15 Satphyloccu 23 i 10 0 20 i i
S aureus
Tableau 29 : Résultats d’antibiogrammes pour les streptocoques
CTX AMX | GEN | Van
Prélevement Germes 30 (r'f]lns]) (fns;g) (fnlrg) 25 | 10 | 30
(mm) (mm) | (mm) | (mm)
02 Enterococcus faecum 25 10 26 - - 29 -
04 Aerococcus viridans 2 30 20 20 0 - 11 15
05 Lactobacilus lactis ssp 10 20 20 0 i 11 15
cremoris
09 Streptococcus pyogens 15 15 17 06 - 17 22
11 Aerococcus viridans 3 27 10 38 15 20 18 30
13 Leuconostoc ssp 25 24 35 18 28 0
14 Listeria spp 10 0 25 0 15 20
15 Streptococeus 14 | 26 | - | 13| - 23 | 2
sanguinis
16 Lactobgcnus lactis ssp i 10 93 9 20 18 13
cremoris
17 Leuconostoc spp - 20 35 0 17 22 20
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Figure 46 : Antibiogramme du germe Figure 47 : Antibiogramme du germe
Lactobacilus lactis ssp cremoris Streptococcus sanguinis

Figure 49 : Antibiogramme du germe

Figure 48 : Antibiogramme du germe Aerococcus viridans 2

Staphylococcus aureus

Figure 50 : Antibiogramme du germe Leuconostoc spp
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Figure 51 : Antibiogramme du germe Lactobacilus lactis ssp cremoris

Chapitre 04 : Résultats et discussion

A partir des souches bactériennes isolées des prélévements de gorges, nous avons

réalisédeux antibiogrammes sur deux milieux de culture différents : un sur milieu Gélose au

sang cuit (GSC) et ’autre sur milieu Miiller Hinton. Ceci est dans le but de vérifier le

comportement de ces germes en présence d’un facteur de croissance important (le sang).Cela

doitétreabsolumentréalisédanslesmémesconditionsdetravailetenrespectantlesconditions

d’incubation de chaque milieu (incubation dans les conditions d’anaérobiose pour la

GSC).Cette partie a été entravée par la pandémie du Covid-19). Seuls les résultats de deux

souches ont été récupérés (Tableaux 30 et 31).

Tableau 30 : Résultats d’antibiogrammes de Leuconostoc spp.

Prélevement | Germes E15 C30 P10 | AMX25 | GEN10 | Van30
(mm) (mm) (mm) | (mm) (mm) (mm)
Milieu Muller
Hinton 17 Leucono 27 47 18 33 31 21
Milieu Gelo_se stocspp 20 35 0 17 29 20
au sang cuit
Tableau 31 : Résultats d’antibiogrammes des Lactobacillus lactis
Préleveme | Germes E15 C30 P10 | AMX25 | GEN10 | Van30
nt (mm) | (mm) | (mm) | (mm) | (mm) | (mm)
Milieu Maller
Hinton Lactobacil 20 - 15 27 25 15
16 us lactis
Milieu Gélose ssp
au sang cuit cremoris 10 23 0 20 18 13

Nous avons mesuré des grandes sensibilités sur le milieu Muller Hinton pour la plus

part des antibiotiques, avec une résistance totale a la pénicilline des deux germes sur le milieu

Gélose au sang cuit.
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Interprétation :

Selon le sexe :
Tableau 32 : Variation en fonction du sexe
Nombre Pourcentage %
Homme 06 35.30%
Femme 11 64.70%
Total 17 100%

B HOMME
H FEMME

Figure 52 : Variation en fonction du sexe

Sur les 17 prélévements effectués, le taux des femmes (64.70%) est plus élevé que celui

des hommes (35.3%).

Selon I’age

Tableau 33 : Variation en fonction de I’age

Nombre Pourcentage %
Enfant 06 35.30%
Adulte 11 64.70%
Total 17 100%
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| Adulte
| Enfant

Figure 53 : Variation en fonction de I’age

Sur les 17 prélevements effectués, le taux des adultes (64.70%) est plus élevé que celui
des enfants (35.3%).

Selon les types des germes
Tableau 34 : Variation selon le type de germes

Nombre Pourcentage %
Les streptocoques 10 55.56%
Les staphylocoques 03 16.66%
Les entérobactéries 02 11.11%
Les non entérobactéries 01 5.56%
Les levures 02 11.11%
Nombres totaux des
germes ldentifient. 1 100%

les levures; 11.11%;

les non Prtﬂr"*wlnﬂ 11%_“‘__

5.56%

Les stre ptocogues;
les enterobaaﬂnes 55.56%: 55%

W Les streptocogues

11.11%; 11%
M Les staphyocogues
W les entérobaderies
[ les non entérobatries
Les staphylocogues; M les lewres
16.66%; 17%

Figure 54 : Variation selon le type de germes
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Le nombre total des germes identifies se répartis par ordre décroissant comme suit : les

Streptocoques (55,564%), les Staphylocoques (16,66%), les Entérobactéries et les levures
(11,11%) et 5.88% pour les Non Entérobacteéries.

Selon le type d’hémolyse

Tableau 35 : Variation des types d’hémolyse des Streptocoques identifiés

S![\:_ggg;ggse Hémolyse a Hémolyse B Hémolyse y
Homme 02 (20%) 01 (50%) 01(50%) (0%)
Femme 08(80%) 04(50%) 03(37.5%) 01(12.5%)
Totale 10 (100%) 05 (50%) 04(40%) 01(10%)

= Hémolysea
= Hémolysep

= Hémolysey

Figure 55 : Variation selon les types d’hémolyse des Streptocoques

I1 en ressort que la répartition du type d’hémolyse est comme suit : Alpha (50%), Béta
(40%) et Gamma (10%).
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e Résultats de la méthode sérologique (ASLO):
Tableau 36 : Résultat des ASLO :

Prélevements Sexe Age Résultat d’ASLO
1 ) 26 =400
2 3 9 =400
3 3 13 =400
4 Q 26 <200
5 3 30 =200
6 3 5 =200
7 Q 11 =200
8 Q 15 <200
9 ) 48 <200

10 3 15 <200
11 3 5 <200
12 ) 5 =200
13 Q 10 <200
14 Q 18 =400
15 Q 10 =400
16 Q 11 =200
17 ) 10 =400
18 Q 54 <200
19 Q 15 <200
20 3 12 =600
21 Q 4 =400
22 Q 9 =400
23 Q 37 <200
24 3 14 <200
25 Q 19 =200
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Interprétation des Résultats :

> 1. Resultats en nombre et en pourcentage des tests ASLO:

Tableau 37 : Résultats en nombre et en pourcentage des tests ASLO

Test ASLO Positifs Négatifs
Nombre 15 10
Pourcentage 60% 40%

m Positifs

m [égatifs

Figure 56 : Taux de positivité des ASLO

Surles25testsréalisés, lesrésultatsobtenusmontrentquelepourcentagedutestASLO
positifs (60%) est supérieur a celui du test ASLO négatifs(40%).

» Résultats des Tests en ASLO en fonction du sexe:

Tableau 38 : Résultats des Tests des ASLO en fonction de sexe

Test ASLO Les femmes 9 Les hommes &
Positif 7 soit (28%) 8 soit (32%)
Négatifs 6 soit (24%) 4 soit (16%)

Totale 13 soit (52%) 12 Soit (48%)
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W Positifs @ MNEgatifs

Les femmes

Les hommes

Figure 57 : Résultats des Tests des ASLO en fonction de sexe

Les résultats des tests obtenus liés au sexe, montrent que chez les femmes, les résultats des

tests ASLO positifs (28%) sont légerement supérieurs a ceux des tests ASLO négatifs

(24%).

Chez les hommes, les résultats des tests ASLO positifs (32%) sont le double des résultats
des tests ASLO négatifs(16%).
3. Résultats des Tests ASLO en fonction de I’age:

Tableau 39 : Résultats du Test ASLO en fonction de I’age.

Test ASLO Nouveaux nes Enfants Adultes Age

Positif 0% 11 soit 44% 4 soit 16% 0%
Négatifs 0% 6 soit 24% 3 soit 12% 1 soit 4%
Totale 0% 17 soit 68% 7 soit 28% 1 soit 4%
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W Positifs [ MNégatifs

25
20
15
11
10
4
] 3
[ 1
0 —
NOUVERLKNES Enfants Adultes Apsés

Figure 58 : Résultats des Tests des ASLO en fonction de I’age

Lesrésultatsdestestsliésal’agechezlesenfants,montrentquelesASLOpositifs(44%)  sont
supérieurs a ceux du test ASLO négatifs (24%). Chez les adultes, les résultats des tests ASLO
positifs (16%) sont supérieurs de 2% de ceux des tests ASLO négatifs (12%). Chez les agées,

aucun résultats Positifs n’a été trouvé. Les tests négatifs représentent uniquement(4%).
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Discussion
1. Discussion de la méthode bactériologique clinique (prélévement degorge)

Durant notre stage réalisé au niveau du laboratoire de bactériologie de I’hopital Ibn Zohr
(Guelma)surl7patientsprovenantdedifférentsservices.Cespatientssontagésde5a33ans. Ces
derniers manifestaient des signes généraux (fiévre) et des signes locaux (Rougeur de la gorge,

gonflement, douleur...etc.) d’infectionsORL.

L’étude des prélevements de gorge a été réalisée suivant un protocole bien déterminé.
L’isolement a été effectué dans des boites de Pétri gélosés (gélose au sang frais et gélose au
sang cuit, gélose nutritive, gélose Mac Conkey, gélose Chapman et gélose Sabauroud
chloramphénicol) et incubés a 37°C pendant 24h. Aprés incubation, nous avons procéder en
premier lieu a un examen macroscopique ou on doit rechercher des clones avec les
caractéristiques suivantes :

v Colonies petites, arrondies, transparentes, a contour régulier exhibant un halo

d’hémolyse clair de type P sur gélose au sangfrais.

v Colonies petites, arrondies, bombées, a contour régulier exhibant un halo d’hémolyse
vert de type a sur gélose au sangcuit.

v Coloniesgrandes,acontourrégulier,pigmentéesetentouréesd’uneauréolejaune,dans  le
cas ou le mannitol est fermenté sur gélose Chapman ou des colonies de couleur
blanche.

v" Colonies volumineuses, arrondies, bombées, lisses, crémeuses avec un contour
régulier, de couleur rose sur gélose MacConkey.

v Colonies volumineuses, arrondies, régulieres de couleur blanche et manifestant une
odeur de fermentation sur gélose Sabauroud auChloramphénicol.

v Colonies arrondies, beiges, a contour régulier et crémeuses sur gélosenutritive.

En second lieu, nous avons procéder a I’examen microscopique (observations a 1’état
frais et coloration de Gram) et des tests biochimiques préliminaires (recherche de la catalase,
de l’oxydase, de la staphylocoagulase des différentes souches isolées et des tests de
filamentation pour les levures). L’observation a 1’état frais de la gélose nous amontré la
présencedeslevuresquiaprestestdeBlasteseontforméedesfilaments(pouvoirpathogenedes

Candida albicans)
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L’étude microscopique du reste des milieux gélosées était baser sur la coloration différentielle

de Gram, il en ressort :

DescocciregroupéesenchainetteouenamasaGrampositifisolésdesboitesdegéloses au
sang frais et au sangcuit.

Des cocci regroupées en grappes de raisins a Gram positif isolés des boites degélose

Chapman.

Des bacilles a Gram négatif isolés des boites de gélose MacConkey.

Troisiémement,nousavonspoursuivinotreétudeparuneidentificationbiochimiquede

toutes les souches isolées et ceci par I'utilisation des galeries d’identification API (API 20
STREP, API 20 STAPH, API 20 NE et API 20 E). Ainsi, cette identification nous a permis de

retrouver plusieurs familles de bactéries : les Streptococcaceae, les Micrococacceae, les Non

Enterobactériaceae représentées avec plusieurs espéces et une seule pour la famille des

Entérobactériaceae.

En dernier lieu, I’étude de la sensibilité et du pouvoir de résistance aux antibiotiques

commercialisés de chaque germes isolé et identifié a montré que :

La plus des germes identifiés sont sensible a la totalité des antibiotiques utilisés.

Nous avons constaté pour les entérobactéries une Résistance a la pénicilline et a
I’Erythromycine, et une sensibilité pour le reste des antibiotiquesutilisés.

Pour les Non Enterobactériaceae nous avons constaté une sensibilité Céfotaxime,
Chloramphénicol, et Gentamicine, avec une résistance pourl’amoxicilline

Pour les Staphylocoque nous avons mentionné une sensibilité pour Céfotaxime,
Erythromycine, Amoxicilline, Gentamicine et Vancomycine, avec unigquement une
seule résistance au Chloramphénicol pour le Staphylococcus lentus contrairement au
Staphylococcus aureus qui en ont résisté.

Pour les Streptococaceae nous avons constaté une sensibilité majeure pour la pluparts
des antibiotiques utilisés sauf a la pénicilline ou nous avons mentionné la résistance de
certaines espéeces.

On a obtenu des résultats différents pour le méme germe sur les deux milieux, malgré
le maintien des mémes conditions detravail.

Ainsi, on a constaté que les germes sur lesquels on a travaillé et qui appartenaient a la
famille des Streptococcaceae, ont plus de sensibilité pour les antibiotiques sur le
milieu Mdller Hinton, que sur le milieu gélose au sang cuit, malgré le fait que ce
dernier soit leurs milieux de culture sélectif.
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En derniére étape de notre travail, nous avons organisé nos résultats en les classant selon le

sexe, I’age, le nombre de germes identifier en fonction du nombre de prélévement.

Enparall¢le,nousavonsclassélatamilledesStreptococcaceaeselonleurtyped’hémolyses a

(50%), P (40%), v(10%).
2. Discussion de la méthode sérologique (dosage des anticorps antistreptolysineO)

Cettepartiedenotretravailaétémenéeauniveaudulaboratoiredesérologiedel’ EPSP Ain
Defla Guelma, sur 25 patients ages de 4 a 54 ans.Ce test a été soumis au protocole
expérimental suivi au niveau du laboratoire, ou d’abords nous avons effectué¢ un prélévement
de sang veineux centrifugé et par la suite nous avons récupéré le sérum dédier au dosage de la

antistreptolysineO.

Lalecturederésultatsefaitaprésdeuxminutesd’agitationouuneagglutinationsignifie ~ un

résultat positif, contrairement si pas d’agglutination un résultatnégatif.

Lesrésultatsobtenusaucoursdenotreétudevarientconsidérablementselonenfonction  de

I’age et dusexe.
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Conclusion

Notre travail nous a permet d’identifier la microflore de la gorge et déterminer les
germes responsables des infections ORL (angine plus précisément). Ces germes sont
susceptibles par la suite de déclencher le rhumatisme articulaire aigu. D’aprés les résultats
obtenus, il en ressort que les préléevements effectuer sont poly-microbiens, nous pouvons
trouver les Streptocoques, les Staphylocoques, les Entérobactéries et les Non Entérobactéries.

Le Streptocoque est le germe qui nous intéresse le plus. Il est identifié majoritairement chez les

femmes (@ 80%). Nous avons identifié plusieurs espéces qui exhibent différents types

d’hémolyses classées comme suit : Alpha (50%), Béta (40%) et Gamma (10%).Ainsi, nous
constatons que 40% de patients peuvent développer un rhumatisme articulaire aigu.Pouréviter

I’apparition d’une complication post-streptococcique, il est recommandé de biendiagnostiquer

I’angine afin de prescrire le bonantibiotique.
D’uneautrepartnousavonsrenforcénotreétudeparundeuxiémediagnostic:larecherche et le

dosage des anticorps antistreptolysineO. L’interprétation de ses résultats nous a permisde

constater que:

- Leshommessontplustouchés,avecunpourcentagepositifsupérieuraceluidesfemmes.

Ceci permet de déduire que le sexe joue un réle important.

- Les enfants ont montré aussi un pourcentage positif supérieur a celui des autres tranches
d'age et on peut dire que 1’dge aussi joue un role majeur dans 1’évolution des valeurs dans
les analyses AntistreptolysineO.

N.B :Untauxd’ASLO¢levénepermetenaucuncasdeposeraluiseulle diagnosticduRAA.

L’interprétation du taux de I’ASLO doit étre prudente et doit tenir compte de différents

parametres autres qu’une infection streptococcique. L’¢lévation du taux d’ASLO doit étre

toujours associée aux autres critéres cliniques et/ou biologiques. Une mauvaise interprétation
de I’ASLO est lourde de conséquence car le diagnostic d’un RAA impose une conduite a tenir

rigoureuse, en particulier du point de vue cardiologique[64].
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Perspectives

Environ une angine sur 1 000 peut donner un RAA, mais il est impossible de prédire
laquelle. Le RAA devient un probleme plus important dans les pays d'Afrique avec
I'urbanisation croissante, mais on dispose a I'heure actuelle de moyens simples pour le
combattre par :

v Généraliser le traitement-minute de I'angine. Un traitement simple, peu colteux et tres
efficace des angines. Avec une injection unique de Benzathine-Pénicilline (a effet
prolongé), les résultats sont meilleurs qu'avec 10 jours de Pénicilline IM ou orale. Il
s'agit 1a d'une telle révolution dans la prévention primaire du RAA que ce traitement
commence a se répandre non seulement dans les pays en développement, mais aussi
dans les pays les plusindustrialisés

v Dépister les cardiopathies dans lesécoles,

v Etablir un fichier de suivi dans chaquedispensaire,

v Examiner les malades une fois paran.

Ainsi, nous pouvons espérer diminuer le nombre et surtout la gravité des cas de
rhumatisme articulaire aigu[51]. Le lavage régulier aussi ou désinfection des mains pour
diminuer la transmission des virus d’IVRS. D’autres précautions sont aussi a prendre :

« Le vaccin anti-grippal (cf. StratégieVaccinations).
« Le vaccin anti-pneumococcique (cf. StratégieVVaccinations).
* ’arrétdutabacpourlesfumeursquiontunrisquel.5foisplusélevéd’ TVR Squipourraitétre réduit

par I’arrét dutabac[21].
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Résumé

Résume :

Ce travail a été réaliseé dans la wilaya de Guelma (Nord - est de 1’ Algérie) au niveau de
deux laboratoires: Le laboratoire de bactériologie & I’hopital Ibn Zohr, et le laboratoire de
sérologie de I’EPSP cité Ain Defla - Guelma - et ceci dans le but d’identifier les bactéries
susceptibles de provoquer le rhumatisme articulaire aigu .Deux méthodes différentes ont été
adoptées : une méthode bactériologique clinique (prélévement de gorge) et une autre
sérologique (dosage des anticorps antistreptolysine O). Les prélévements de gorge ont été
identifiés selon les caractéres culturaux et biochimiques, aprés 1’isolement sur plusieurs
milieux de culture gélosés. Une étude de la sensibilité aux antibiotiques des bactéries
identifiées a été réalisée. Des prélevements de sang veineux sont effectués pour la réalisation
du dosage des anticorps antistreptolysine O. Il en ressort que les prélevements de gorge
effectués sont poly-microbiens, a la une de ses résultats on trouve les Streptocoques suivi des
Staphylocoques, puis des Entérobactéries et enfin des non Entérobactéries. Les levures
(Candidat albicans) ont aussi été isolées .l en ressort aussi que la plus part des germes
identifiés sont sensibles a la majorité des antibiotiques utilisés. Pour les prélevements de sang

veineux, on a observé des taux d’ASLO varient selon le sexe et I’age des patients.

Mots clés : Angine, Microflore, streptocoque 3 hémolytique, ASLO, Gorge, Rhumatisme

articulaire aigu.
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Résumé

Abstract:

This work was carried out in the wilaya of Guelma (North-East of Algeria) at the level
of two laboratories : The bacteriology laboratory at the Ibn Zohr hospital, and the serology
laboratory of the EPSP city Ain Defla- Guelma- and this in order to identify the bacteria
likely to cause rheumatic fever.Two different methods have been adopted:a clinical
bacteriological method (throat swab) and another serological method (assay of
antistreptolysin O antibodies). Throat samples were identified according to cultural and
biochemical characteristics, after isolation from several agar culture media.A study of the
antibiotic sensitivity of the identified bacteria has been carried out. Venous blood samples are
taken for the assay of antistreptolysin O antibodies. It appears that the throat sample stak
enarepoly-microbial,one of it’s results we find the Streptocoque followed by Staphylocoque,
then Enterobacteria and finally no Enterobacteria. Yeasts (Candida albicans) have also been
isolated. It also shows that most of the germs identified are sensitive to the majority of
antibiotics used. For venous blood samples, ASLO rates have been observed to vary by

gender and ageof patients.

Keywords: Angina, Microflora, B hemolytic streptococcus, ASLO, Throat, Rheumaticfever.
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Annexes

Annexe 1 : La sérologie de Lancifield
Historique :

En 1928, Lancefield propose la classification antigénique qui porte son nom et qui remplace
les classifications précédentes basées uniquement sur les propriétés hémolytiques.[68]

Couche protéinique (antigénes M)

Q polysaccharideC
'a_’ mucopeptide

o acide teichoique
Q

S

ﬁ cytoplasme

&)

o0

» paroicellulaire

—* capsuled’acide hyaluronique

Figure 59 : Structure du streptocoque.
Principe :

La classification de Lancefield basé sur I’extraction des antigénes de paroi : polyoside C ou
I’acide téichoique en sérogroupes.

Ces sérogroupes ont comme dénomination : A ,B,C,D,F,G,H,K,L,M,N,0,P,R,S,T,U.

Certains streptocoques ne possedent pas d’antigene spécifique et sont dits non groupables.[69]
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Annexe 2 : La composition des milieux utilisés :

Tableau 40 : La composition des milieux utilisés

Milieux de culture Produit / Composition Dosage
Tryptone 5,09
Extrait de viande 1,09
Extrait de levure 2,09
. . Chlorure de sodium 5,09
Gelose nutritive Agar agar bactériologique 12,09
pH du milieu prét-a-I’emploi a 25 °C : 7,4 +
0,2.
Peptone pancréatique de gélatine 17,09
Tryptone 1,59
Peptone persique de viande 1,59
Lactose 10,09
Sels biliaires 159
Mac Conkey Chlorure de sodium 5049
Rouge neutre 30,0 mg
Cristal violet 1,0 mg
Agar agar bactériologique 135¢g
pH du milieu prét-a-1 ‘emploi a 25 °C : 7,1
+0,2.
Peptone pepsique de viande 10,0 ¢
Glucose 20,09
Chloramphénicol 0,59
Sabouraudchloramphénicol Mélange de neutralisants 7,290
Agar agar bactériologique 15049
pH du milieu prét-a-I’emploi a 25°C : 5,7 +
0,2.
Polypeptone 23,09
Amidon de mais 109
Gélose Columbia Chlorure de sodium 509
Agar agar bactériologique 1359
pH du milieu prét-a-I’emploi a 25 °C : 7,3 +
0,2.
Tryptone 5049
Peptone pepsique de viande 50¢9
Extrait de viande. 109
: Mannitol 10,0
IRl bk, Chlorure de sodium 75,0 g
Rouge de phénol 25,0 mg
Agar agar bactériologique 15049
Extrait de viande 39
Peptone 59
Bouillon Nutritif EXtraﬁg&'eV“re ig
Eau distillee 1000ml
pH 7,4 + 0,2 & 25°C[70]
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Préparation du milieu Chapman mannitol :

Mettre en suspension 111,0 g de milieu déshydraté (BK030) dans 1 litre d’eaudistillée
oudéminéralisée.

Porter lentement le milieu a ébullition sous agitation constante et I’y maintenirdurant
le temps nécessaire a sa dissolutioncomplete.

Répartir en tubes ou en flacons.
Stériliser a I’autoclave a 121 °C pendant 15minutes.
Refroidir et maintenir a 44-47°C.

Couler en boites de Petri stériles (0 55 mm ou 90 mm selon I’application) et laisser
solidifier sur une surface froide.[71]

Préparation du milieu sabauroud chloramphénicol :

Mettre en suspension 45,5 g de milieu déshydraté (BK027) dans 1 litre d’eau distillée
oudéminéralisée.

Porter lentement le milieu a ébullition sous agitation constante et I’y maintenirdurant
le temps nécessaire a sadissolution.

Repartir en tubes ou en flacons.

Stériliser a I’autoclave a 121°C pendant 15minutes.[72]

Préparation du milieu déshydraté Mac Conkey :

Mettre en suspension 50,0 g de milieu déshydraté (BK050) dans 1 litre d’eau distillée
oudeminéralisee.

Porter lentement le milieu a ébullition sous agitation constante et I’y maintenirdurant
le temps nécessaire a sa dissolutioncompléte.

Répartir enflacons.
Stériliser a ’autoclave a 121 °C pendant 15minutes.
Refroidir et maintenir a 44-47°C.

Couler en boites de Pétri stériles et laisser solidifier sur une surfacefroide[73]
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Préparation de milieu Columbia:

Mettre en suspension 42,5 g de milieu déshydraté (BK019) dans 1 litred’eau
distillée oudéminéralisée.

Porter lentement le milieu a ébullition sous agitation constante et 1’ymaintenir
durant le temps nécessaire a sa dissolutioncompléte.

Répartir en tubes ou enflacons.

Stériliser a ’autoclave a 121 °C pendant 15minutes.

Refroidir et maintenir a 44-47°C.

Ajouter stérilement 5 a 7 ml de sang defibriné stérile de mouton parflacon.
Homogénéiserparfaitement.

Couler en boites de Petri stériles et laisser solidifier sur une surfacefroide.

Faire sécher les boites a 1’étuve, couvercleentrouvert.

NOTE : Pour d’autres applications, utiliser le protocole en vigueur.[74]

Préparation de gélose nutritive :

Faire fondre le milieu prét-a-liquéfier en tubes (BM125) pendant le minimum de
temps nécessaire a sa reliquéfactiontotale.

Refroidir et maintenir a 44-47°C.
Couler chaque tube en boites de Petristériles.
Laisser solidifier sur une surfacefroide.

Faire sécher les boites a I’étuve, couvercleentrouvert.[75]
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Figure 60 :Gélose ausangCuit Figure 61 : GéloseChapman

Figure 62 : Résultats de I’observation microscopique.

88



Bibliographie et webographie

Figure 63 : Résultats d’antibiogramme d’une souche isolée.

89



