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Introduction

Streptococcus agalactiae (streptocoque du groupe B ou SGB) est une bactérie
commensale des tractus digestif et génito-urinaire de I'Homme. Cependant, cette bactérie peut
étre impliquée dans des infections sévéres chez le nouveau-né et 1’adulte dont les personnes
agées et les patients avec des conditions médicales sous-jacentes, telles que le cancer, le
diabéte ou les maladies du foie [1-3].

Les répercussions de ces infections en termes de santé publique sont tres importantes. Il
s’agit principalement des séquelles neurologiques chez le nouveau-né et des stérilités
maternelles qui succedent aux endométrites du postpartum. En raison de sa fréquence et des
complications qu’elle entraine, I’infection maternofoetale a Streptococcus agalactiae demeure
une préoccupation majeure des professionnels de périnatalité [4].

Les infections néonatales a streptocoque du groupe B peuvent étre classées comme
étant a début précoce ou tardif. Les infections a début précoce surviennent moins de 7 jours
apres la naissance et représentent 80% des cas de la maladie chez les nouveau-nés (taux de
mortalité étant de 5% a 20%) [4]. La prévention de I’infection néonatale se base sur le
dépistage de SGB chez la femme enceinte et 1’administration d’antibiotiques en intra-partum
[5]. Le Center for Disease Control and Prevention (CDC) recommande une stratégie basée sur
la chimioprophylaxie intra-partum pour les femmes enceintes pour réduire les infections a
SGB chez les nouveaux nés [6]. Cette antibioprophylaxie intrapartum est actuellement
considérée comme la stratégie la plus efficace pour diminuer I'incidence de I"infection
précoce & SGB chez le nouveau-né méme si I’incidence de I’infection tardive reste encore
inchangée [7].

Cependant en raison de I’importance de la colonisation maternelle, du pouvoir
pathogene de cette bactérie, et des complications pouvant en découler, des stratégies de

dépistage, de prévention et de traitement ont été développées.

Du fait de I’absence d’une politique de dépistage systématique dans notre pays, nous
avons recouru dans un premier temps a la méthode d'enquéte prospective appuyée de la
technique d'interview structurée, afin d’évaluer la prévalence du portage maternel du SGB
chez les parturientes consultant au cours des trois trimestres de la grossesse au sein de notre
structure sanitaire (des cabinets de gynécologues). Ensuite, rechercher les éventuels facteurs
de risque associés a ce portage et de pouvoir tirer des conclusions sur des données concrétes

propres a notre contexte.
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Pour prévenir les infections a S. agalactiae chez les nouveaux nes, les R-lactamines sont
recommandés comme une premiére ligne de I’antibio-prophylaxie chez les femmes
parturientes, les macrolides-lincosamides restent I'alternative thérapeutique en cas d'allergie
aux béta-lactamines [8]. Cependant, l'utilisation de ces antibiotiques comme une alternative
de la prophylaxie est remise en question en raison de la progression et I’augmentation
remarquable dans les taux de résistance a I'érythromycine et la clindamycine chez S.
agalactiae [9]. Le premier mécanisme de résistance a I'érythromycine rapporté dans SGB était
la modification de la cible ribosomale par une méthylase codée par les génes erm(TR) sous
classe d’ermA et ermB (erythromycin resistance methylase), empéchant la fixation des
macrolides sur le ribosome bactérien. Ce mécanisme est a 1’origine d’une résistance croisée
aux macrolides, lincosamides et streptogramine B (phénotype MLSg) [10]. Le deuxiéme
mécanisme beaucoup plus rare est I’efflux, qui fait intervenir une pompe. Le domaine
transmembranaire de cette pompe est codé par les genes mefA/E. Ce mécanisme est a 1’ origine
d’une résistance isolée aux macrolides & 14 et 15 atomes carbone (phénotype M) [11]. La
résistance croissante aux macrolides observés dans le monde-entier souligne la nécessité
d’exécuter des études plus détaillées sur les populations de SGB résistantes aux macrolides
[12;13]. De méme, la résistance des SGB a la tétracycline est également courante. Il existe
deux mécanismes de résistance acquise a la tétracycline: la protection ribosomale
(modification de cible), mécanisme de loin le plus fréquent chez les streptocoques, porté par
les genes tetM ou tetO, et le systeme d’efflux, codé par les génes tetK et tetL, beaucoup plus
rare [14]. En outre, les genes de résistance a la tétracycline sont souvent trouvés dans les

mémes éléments génétiques mobiles qui portent des génes de résistance aux macrolides [15].

Le sérotypage capsulaire est la méthode classique utilisée dans les études
épidémiologiques qui définit dix sérotypes de SGB (la, Ib, 1I-1X) [16]. Un des facteurs les
plus importants impliqués dans la virulence est la capsule polysaccharidique (CPS) [17], dont
les vaccins polyvalents conjugués CPS-protéines ont été développés dans la derniére
décennie, ce qui souléve la possibilité de prévenir les maladies périnatales a SGB par la

vaccination maternelle [18].

Divers outils de typage épidémiologique développés au cours du temps ont montré
I’existence de génogroupes particuliers impliqués dans les infections néonatales et dans

certaines infections de 1’adulte. Cependant, peu de données voir rare sont publiées dans notre

pays.
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Parmi les procédés multivariés appliqués pour typer les souches de SGB, plusieurs
outils moléculaires ont été développés, en particulier la Multi-Locus Sequence Typing
(MLST), qui a un pouvoir discriminant tres elevé [19]. En effet, I'approche MLST a contribué
a une meilleure caractérisation de SGB et la classification des genogroupes bactériennes [20]
et pareillement elle a été utilisée dans les études épidémiologiques de la génétique des
populations des bactéries pathogenes pour I'homme [19]. Plus récemment, le MLADI-TOF
(MALDI= Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation) a émergé comme un outil puissant,
rentable et rapide pour l'identification bactérienne dans les laboratoires cliniques et pour le
biotypage [21]. D'autres aspects de cette technologie sont potentiellement intéressantes, telles
que sa contribution au domaine de la nouvelle caractérisation des especes, la détection de
certains mécanismes de résistance et l'identification simultanée des souches de SGB
appartenant au clone le plus virulent ST-17 ou I’émergence du clone ST-1 [22;23]. Un seul
rapport en Algeérie focalisé sur I’étude des souches de SGB est publié. En outre, ce rapport a
enquété seulement sur les facteurs de risque associés aux infections du nouveau-né par
sérotypage en utilisant la méthode classique de séro-agglutination [24]. Toutefois, dans cette
étude pour la premiere fois nous avons ciblé le support moléculaire de la résistance aux
antibiotiques, sérotypage moléculaire et la clonalité d'une collection d'isolats cliniques de

SGB isolés de Guelma, Algérie et comparés a ceux de Marseille, France.

Ce travail débute par une revue de la littérature décrivant les caractéristiques de SGB,
les principaux éléments épidémiologiques, les modes de transmission maternofoetales, les
manifestations cliniques chez la femme enceinte et le nouveau-né, le diagnostic biologique et
enfin, les stratégies de prévention des infections causées par cette bactérie et finalement traiter

les nouveaux outils de typage épidémiologique développés au cours du temps.

Nous présenterons ensuite notre travail expérimental (les techniques et les résultats des
analyses réalisées) dont les objectifs étaient de mesurer la prévalence du SGB chez la femme
enceinte isolées de la ville de Guelma. Ensuite; mettre en évidence la prévalence et la
diversité génétique des souches de SGB par rapprochement entre les isolats de la ville de
Guelma et de Marseille, d’identifier le support génétique de cette réesistance, le sérotypage et
le génotypage. Pour cela, nous avons eu recours a divers techniques de Biologie Moléculaire,
telles que la PCR, le typage moléculaire, le séquencage ainsi qu’a multi-locus sequence typing
(MLST).
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Partie 1: Revue de la littérature

Chapitre 1. Etude de I’espéce Streptococcus agalactiae

1. Historique

En 1887, Nocard et Mollereau décrivent pour la premiere fois, le streptocoque de la mammite
bovine [25;26] isolé dans le lait de vaches atteintes de mammite (Fig. 1). Il a d’abord été
nommé "Streptoccocus de la mammite" puis baptisé Streptococcus agalactiae par Lehmann et
Neumann en 1896 (du grec agalactia, signifiant absence de lait) [27-29]. En 1933, Rebecca
Lancefield crée un systeme de classification des streptocoques en fonction des antigénes
polysaccharidiques de la paroi [30] et classe le streptocoque de la mammite bovine dans le
groupe B, groupe qu’elle sépare en 3 sérotypes : I, II et III [31] en 1934. En 1935, Lancefield
et Hare découvrent que le streptocoque du groupe B est souvent retrouvé dans les fievres du
post-partum, et Colebrook et Purdie I’isolent pour la premiére fois dans le sang d'une femme
atteinte de septicémie puerpérale en 1937.

A partir de 1958, les infections a streptocoque du groupe B sont documentées et on observe
une augmentation de leur fréquence, en particulier chez les nouveaux nés et les nourrissons.
Dés les années 1970, les infections invasives materno-feetales (IMF) a SGB apparaissent
comme la premiere cause de morbidité et de mortalité néonatales [32-34].

Dans les années 1980, des études démontrent que I’administration d’antibiotiques en
intrapartum permet la prévention des infections néonatales précoces. De nombreuses
recommandations sont alors élaborées par divers organismes pour prévenir la transmission
verticale. Aux Etats-Unis, plusieurs publications se succédent dés le début des années 1990:
The American Academy of Pediatrics (1992) [35] .The American College of Obstetricians
and Gynecologists (ACOG) (1996) [36] et Centers for Disease Control (CDC) (1996) [37]. En
France, il faut attendre 2001 pour que 1I’Agence Nationale d’Accréditation et d’Evaluation en
Santé (ANAES) [38].publie ses recommandations.

Dés la mise en place des recommandations pour le dépistage, le diagnostic et la prophylaxie
dans les années 1990, on observe une diminution importante de 1’incidence des infections a
streptocoques du groupe B. Mais malgré ces recommandations, le streptocoque du groupe B
reste & I’heure actuelle la premicre cause de sepsis néonatal. Parallelement aux infections
néonatales, on observe une augmentation du nombre d’infections a streptocoque du groupe B
chez I’adulte [39]. L’incidence de ces infections est en augmentation ces derniéres décennies,

en particulier chez les personnes présentant des pathologies sous-jacentes.




Figure 1: Photographies de deux cas de mammite infectieuse a SGB chez la vache laitiere
[25].

2. Taxonomie et nomenclature

L’espéce Streptococcus agalactiae appartient a I’ordre des Micrococcales, a la famille des
Streptococcacae et au genre Streptococcus, qui regroupe actuellement 55 especes [40]. Avec
la classification des streptocoques de Rebecca Lancefield en 1933, basée sur les caractéres
antigeniques portés par le polyoside C et les acides teichoiques, Streptococcus agalactiae est
classé au sein du groupe B [30]. Il appartient aux streptocoques pyogenes et produit une
hémolyse béta quand il est cultivé sur gélose au sang [41].

3. Caracteres bactériologiques

3.1. Caractéres morphologiques et culturaux

Les streptocoques sont des cocci a Gram positif, immobiles et asporulés. S. agalactiae se
présente sous forme sphérique ou ovoide, de diametre mesurant 0,6 a 1,2 micrometres (um),
et groupé en diplocoques ou en chainettes de longueur variable [41].

La paroi de ce germe est constituée d'un peptidoglycane associé a des acides lipotéichoiques,
du polysaccharide du groupe B, de protéines et du polyoside capsulaire. Le polysaccharide
capsulaire des streptocoques du groupe B consiste en la répétition d'un motif trisaccharidique
auquel est liee une chaine latérale qui possede un acide sialique en position terminale [42].

En culture, il est relativement exigeant, se développant sur milieux riches type gélose
Columbia additionnée de sang mouton ou cheval a une température optimale de 35-37°C, et
sa croissance est favorisée par une atmosphere anaérobie ou enrichie en CO; (5 a 10%).

Aprés 24 heures d’incubation a 37° C, S. agalactiae se présente sous forme de petites colonies

rondes a bords nets, d’environ 3 a 5 mm de diameétre, blanchatres, translucides, plates et
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muqueuses. Les colonies de S. agalactiae masquent une zone étroite d’hémolyse totale ou f3-
hémolyse. Ces colonies peuvent produire un pigment jaune a rouge brique [43].

Selon le type d’hémolyse entourant les colonies sur gélose au sang, on distingue : les
streptocoques a-hémolytiques (hémolyse incompléte, verdatre), les streptocoques R-

hémolytiques (hémolyse compléte) et les streptocoques y-hémolytiques (absence d’hémolyse)
(Fig. 2).

Figure 2: Différents aspects de I’hémolyse des streptocoques sur gélose au sang [43].

3.2. Caractéres biochimiques et métabolisme

S. agalactiae est une bactérie anaérobie, aéro-tolérante, immobile et asporulé, dépourvue
d’oxydase et de catalase, qui ne réduit pas les nitrates. Les principaux caracteres
d’identification de cette espéce sont les tests de résistance a la bacitracine, au triméthoprime-
sulfaméthoxazole, 1’hydrolyse de I’hippurate. S. agalactiae met en jeu un métabolisme
fermentatif du glucose avec une production d’acides lactique, acétique, et formique, d’éthanol
et de dioxyde de carbone. Enfin, il est également identifiable par le « CAMP-Test » (Christie-
Atkins-Munch-Peterson) [44]. Ce test consiste a renforcer I’expression de la cytolysine
CAMP spécifique de S. agalactiae, en présence d’une souche de Staphylococcus aureus
sécrétrice de sphyngomyeélinase, sur gélose au sang de mouton. L’aspect caractéristique de
I’hémolyse B en «aile de papillon» témoigne de 1’activité synergique des deux cytolysines sur

la paroi des globules rouges de mouton (Fig. 3)
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Figure 3: CAMP-TEST [45].

3.3. Caractéres antigéniques

La principale caractéristique de Streptococcus agalactiae est de posséder I'antigene du groupe
B de Lancefield [46]. Toutefois, cet antigéne n’est pas spécifique puisqu’il est également
présent chez les souches de Streptocoque halichoeri. La présence d'antigenes
polysaccharidiques (la, Ib, I1, 111, IV, V, VI, VII et VIII) et d'antigénes protéiques (c, R et X)
permet de définir des serovars [47]. Parmi ces antigénes polysaccharidiques cités
précédemment, cing sérotypes (la, Ib, II, 11l et V) sont généralement détectés au cours des
infections humaines; le sérotype Il étant retrouvé dans 75% des infections néonatales avec
atteinte méningée [42]. Ce sérotype confére une virulence particulierement élevée a ces
souches en raison de sa richesse en acide sialique. La virulence de ces bactéries est liée au
pouvoir antiphagocytaire de la capsule polyosidique agissant par inhibition de 1’activation du
complément par la voie alterne (interférence avec la fixation du composant C3 sur les
bactéries) [48].

3.4. Caractéres génomiques

L’analyse du génome des souches séquencées de S. agalactiae a mis en évidence un génome
mesurant environ 2, 220, 000 paires de bases (pb), constitué d’un «core-genome» représentant
environ 80 % du génome, et d’un génome dispensable constitué de genes partiellement
communs ou spécifiques a la souche [49]. S. agalactiae a un contenu faible en bases guanine

et cytosine (G + C), représentant environ 35,5 % de son génome.

4. ldentification de Streptococcus agalactiae
L’identification de S. agalactiae repose sur les caractéres morphologiques observés a

I’examen direct, les caractéeres culturaux, les caractéres antigéniques, et les caracteres
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biochimiques [50];

4.1. Examen direct des cocci a Gram positif a partir des préléevements biologiques.

4.2. Recherche d’antigénes solubles a partir des prélévements biologiques

Basée sur la détection d’antigénes du polysaccharide spécifique de S. agalactiae grace a des
antiserums monoclonaux, la mise en évidence directe des antigénes bactériens permet
d’établir un diagnostic rapide. Différentes techniques ont été élaborées pour détecter les
antigenes, telles que la technique immunoenzymatique [51], la contreimmunoélectrophorése
[52], ou I’agglutination utilisant des particules de latex sensibilisées.

4.3. L’isolement du germe

S. agalactiae est un germe anaérobie aéro-tolérant qui cultive sur des milieux enrichis par du
sang défibriné de cheval ou de mouton. L’observation d une B-hémolyse aprés incubation des
milieux gélosés pendant 24 heures a 37° C oriente le diagnostic.

Des milieux de dépistage sélectif pour la détection de S. agalactiae facilitent sa détection dans
des prélevements plurimicrobiens [53-57]. Deux types de milieux ont été développés. Le
milieu de type Granada qui utilise la propriété de S. agalactiae a synthétiser un pigment
isoprénoide orange induit par réduction du méthotrexate entrant dans la composition de la
gélose. Le développement en 18 a 24 heures d’anaérobiose orangées est spécifique de S.
agalactiae. Le second type de milieu correspond a un milieu chromogene, qui permet la
détection spécifique d’enzyme en utilisant un substrat chromogene; exemple le milieu StrepB
chromo-ID™ (bioMérieux) sur lequel les colonies de SGB apparaissent de couleur rose &
rouge et le milieu StrepB Select™ (Bio-Rad) ou elles sont bleu-turquoise (Fig. 4). Ces
milieux présentent une sensibilité et spécificité équivalentes a la gélose au sang mais

permettent une détection plus rapide et facile [57].

-A- -B- -C-
Figure 4: Milieux d’identification rapide de S. agalactiae [58].
(A) Isolement de SGB sur gélose GranadaTM (bioMérieux), apres 48 heures d’incubation en
anaérobiose. (B) et (C) Isolement de SGB sur milieu Strep B SelectTM (Bio-Rad) et Strep B

DTM

chromo | (bioM¢érieux), apres 48 heures d’incubation en aérobiose a 37 °C.
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4.4. Caractérisation de S. agalactiae

» Sérogroupage. Basé sur I’identification du polysaccharide antigénique spécifique de
I’espece, le sérogroupage est réalisé par 1’utilisation de « kits » d’agglutination : apres
extraction par traitement enzymatique (pronase, pepsine, ou trypsine), les antigenes de
surface sont mis en contact avec des particules de latex recouvertes d’anticorps
spécifiques.

» CAMP-test.

> ldentification biochimique. L’identification présomptive de S. agalactiae peut étre
obtenue par le test de I’hydrolase de I’hypurate de sodium présent dans les galeries

d’identification des streptocoques d’intérét médical.

5. Ultrastructure bactérienne
S. agalactiae présente la structure cellulaire classique des bactéries a Gram positif: elle
comprend un cytoplasme délimité par une membrane plasmique, une paroi et une capsule.
5.1. La paroi
La structure de la paroi cellulaire repose principalement sur la présence du peptidoglycane,
associe a des polymeéres accessoires tels que les protéines de paroi, le polyoside C, et les
acides teichoiques.
> Les protéines de paroi peuvent étre classées en deux familles principales: les
protéines a motifs LPXTG, exposées a la surface, et les lipoprotéines non accessibles en
surface et masquées par d’autres composants de 1’enveloppe cellulaire [59].
*Les protéines de surface a motif LPXTG comprennent;
Les protéines de la famille Alp dont I’expression est associée aux sérotypes et aux génotypes
[14;59-61], la C5a-peptidase [62;63], la protéine CspA [64], la protéine Spb1l, identifiée chez
le clone hypervirulent RDP I11-3 ou ST-17, et jouant un role dans I’internalisation cellulaire
[65], la protéine BibA [66], les protéines Srr-1 et Srr-2 (serine-rich repeat proteins) [67], des
pili [68-70] et la protéine FbsA [71].
*Les lipoprotéines sont des protéines de paroi ancrées a la membrane cytoplasmique par
des acides gras, comprenant; la protéine de liaison a la laminine Lmb (laminin binding
protein) [59;72], des transporteurs de type ABC, des carboxypeptidases, des isomérases,
des protéases et les protéines Blr [73] et LrrG [74]
> Le polyoside C (ou antigéne C) est I’antigéne spécifique de S. agalactiae dans la
classification de Lancefield. Ancré au niveau de 1’acide N-acétylmuramique du

peptidoglycane, il est constitué de quatre oligosaccharides différents (1, Il, 111, et 1V),
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composés d’unités répétitives de Lrhamnose, de D-galactose, de 2-acétamido-2-
déoxy-D-glucose, et de D-glucitol [75].

> Les acides teichoiques sont des polymeres de glycérol ou de ribitol reliés a des
groupements phosphates, liés directement au peptidoglycane ou aux lipides de

membrane.

5.2. La capsule

La capsule de S. agalactiae se compose principalement d’eau et d’un composé
hétéropolysaccharidique, 1’acide hyaluronique (Fig. 5). La capsule présente des structures
antigéniques de type TSA, polymeéres de haut poids moléculaire constitués d’unités répétitives
dont la composition variable permet de décrire dix sérotypes (la, Ib, Il & IX). La structure
comporte glucose, galactose, et acide Nacétylneuraminique (acide sialique) pour les neuf
sérotypes, ainsi que le N-acétylglucosamine a I’exception des sérotypes VI et VIIL. L’unité
répétitive du sérotype VIII contient le rhamnose [76] (Fig. 5).

A I’exception du sérotype II pour lequel le sucre terminal est le galactose, I’acide sialique est
en position terminale. L’acide sialique terminal est identique a un épitope sucré trés largement

réparti a la surface des cellules mammiferes [77].

polyoside C: groupe

capsule
mureine

couche proteique : type

Figure 5: Structure des streptocoques [76].

5.3. Le cytoplasme et la membrane plasmique

Le cytoplasme comporte les molécules nécessaires a la machinerie moléculaire de la bactérie,
soit I’acide nucléique et des enzymes telles que la superoxide dismutase, la glycéraldéhyde-3-
phosphate deshydrogénase (GAPDH) codée par le gene gapC, et qui module la réponse
immunitaire de 1’h6te en induisant la synthése d’IL-10, cytokine immunosuppresseur [78].

La membrane plasmique, a I’interface du cytoplasme et des structures externes de la cellule

bactérienne, se compose de protéines (72 %), de lipides (26 %), et de polyosides (2 %) [79].
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5.4. Les substances produites

Les souches de S. agalactiae excrétent prés de 70 produits [80], dont certains sont impliqués
dans la virulence tels qu’une hémolysine, un pigment caroténoide, le facteur CAMP, une
hippuricase, des protéases, collagénases, peptidases, et nucléases [81-83], les protéines FbsB

liant le fibrinogéne, la hyaluronate lyase, 1’exotoxine CM 101, et 1a protéine BibA.

6. Pouvoir pathogéne

Initialement isolée de Iésions mammaires de bovidés [84], cette bactérie infecte aussi bien
I’homme que le bétail. Commensale de la flore génitale et digestive chez I’individu sain, ¢’est
un streptocoque pyogene capable de donner des infections aigués et invasives.

En pathologie humaine, il est impliqué dans les infections materno-foetales ou, apres
contamination périnatale, il donne des septicémies, des pneumonies et des meningites
néonatales.

Chez I’adulte, il provoque des infections variées telles que des infections urogénitales, des
endocardites aigués, des septicémies, des arthrites, des ostéomyélites, des infections des tissus

mous, des méningites et plus rarement des endophtalmies, ou des pneumopathies.

6.1. Facteurs de pathogénicité

La pathogénie des infections associées a S. agalactiae est associée d’une part a un défaut des
mécanismes immunitaires de défense de I’hote, et d’autre part, a 1’action de différents
produits élaborés par la bactérie et des antigenes cellulaires [1]. Nombreux systémes de
signalisation et de régulation de la transcription sont codés dans le génome de S. agalactiae
[49;80;85].

La physiopathologie des infections a S. agalactiae implique que cette bactérie puisse (i)
adhérer a et/ou envahir différents types de cellules épithéliales (en particulier, les cellules
vaginales, les cellules de la barriére foeto-placentaire et les cellules pulmonaires) et celles
formant 1’endothélium en particulier celui de la barriéere hémato-méningée ; (ii) échapper a la
réponse immunitaire de 1’h6te a différents niveaux du processus infectieux ; (iii) s’adapter
rapidement & des conditions environnementales différentes (pH, température...) [86]. Ainsi
elles agressent 1’hote par la libération de substances nocives. Elles ont aussi besoin d’armes
défensives pour échapper aux mécanismes de défense de 1’héte (phagocytes, compléments)
[87].

En effet, S. agalactiae est doté d’un véritable arsenal de facteurs de virulence. Exprimés a la

surface bactérienne ou sécrétés dans 1’environnement proche de S. agalactiae, ils contribuent
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a la virulence de la bactérie et Iui conférent une forte faculté d’adaptation a son
environnement infectieux. lls interviennent a chaque étape du processus pathologique, de
I’adhésion a 1’épithélium vaginal a I’invasion du systéme nerveux central du nouveau-ne.

Les principaux facteurs de virulence et les systemes impliqués dans leur régulation sont
(Fig. 6); [1;50].

> Les toxines porogénes: I’hémolysine/cytolysine  (p-H/C) ou CylE, codé par le

géne cylE [88].

> Le pigment B-caroténoide
Le pigment caroténoide, codé par le locus cyl, colore les colonies en orange et constitue une
barriere physique de surface, permettant ainsi la survie de S. agalactiae au contact des
molécules oxydantes des phagolysosomes au sein des macrophages [89]. De plus, des souches
hyper pigmentées ont montré une plus grande virulence dans un modéle d’infection murin par
rapport aux autres souches [89].

> le facteur CAMP (Christie Atkins Munch Peterson)
Les toxines facilitent I'entrée de S. agalactiae dans les cellules de 1’héte, la survie

intracellulaire et la diffusion systémique [90;91].

6.2. Les facteurs favorisant ’échappement immunitaire
S. agalactiae code pour des facteurs qui empéchent sa reconnaissance par I'note ou offrent
une résistance aux mécanismes de défense de I'hote.
» La capsule polysaccharidique riche en acide sialique [92]
La superoxide dismutase (La protéine SodA) [93]
La Cbha-peptidase [94].
La sérine protéase (CspA) [95].

YV V VYV VY

La résistance aux peptides antimicrobiens de 1’hdte. Les peptides antimicrobiens
cationiques sont des composants du systeme immunitaire jouant un réle dans la lutte

contre les infections bactériennes [96].

6.3. Facteurs favorisant adhésion et invasion de la surface cellulaire de I’hote

L’adhésion de S. agalactiae aux surfaces des cellules de I’hote est importante pour la
colonisation de la muqueuse et l'invasion. S. agalactiae adhere et envahit les cellules
épithéliales vaginales, les cellules épithéliales et endothéliales du poumon, et de la barriére
hématoencéphalique (BHE). Ces interactions impliquent la consolidation initiale de S.

agalactiae aux protéines de la matrice extracellulaire tels que le fibrinogéne, la fibronectine,
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et la laminine, facilitant alors les interactions avec les intégrines de la surface cellulaire de
I'nGte et I'entrée dans la cellule [97].
> Les protéines de liaison au fibrinogene (Fibrinogen-binding proteins) [71;98].
» La protéine de liaison a la laminine Lmb (Laminin-binding protein) [72].
» La protéine Rib. La protéine Rib (Resistance to proteases, immunity, group B) est
également une protéine de surface avec des séquences répétées. Elle est exprimée chez
la majorité des souches de sérotype Ill mais aussi chez de nombreuses souches de
sérotype Il et quelques unes de sérotype V [99;100].
» Les protéines répétées riche en serine (Serine-rich repeat proteins)
La protéine Srr (Serine-rich repeat) possede, a son extrémité N-terminale, un peptide signal de
50 acides aminés suivi d’une large région Srrs et, a son extrémité C-terminale, une séquence
peptidique d’ancrage caractéristique des protéines de surface [67]. Deux variants de Srr ont
été décrits. Ainsi, les souches de S. agalactiae de sérotype la, Ib, Il, V et certaines de sérotype
Il expriment la protéine Srrl, alors que les souches de sérotype Ill qui appartiennent a la
lignée "hyper-invasive” ST-17, expriment la protéine Srr2 [67;101].

> L’adhésine bactérienne immunogénique
L’adhésion de S. agalactiae aux cellules de 1’hdte est facilitée par 1’adhésine bactérienne
immunogénique BibA située a la surface de S. agalactiae sous le contrle du régulateur
transcriptionnel covR/S [66].

» La protéine aC
La proteine C, également appelée antigéne C, est une protéine de surface composée de deux
antigénes, alpha et béta, qui sont synthétisés indépendamment 1’un de 1’autre et exprimés chez
la plupart des souches de sérotype la, Ib, et Il, mais exceptionnellement chez les souches de
sérotype 111 et rarement chez les souches de sérotype V [100;102].

> Le géne associé a ’invasion (invasion-associated gene; iagA), a été identifié comme

le facteur de virulence le plus important pour la méningite a S. agalactiae car associé a un

plus fort ancrage membranaire de I’acide lipotéichoique [103].

6.4. Autres facteurs contribuant a la pathogénie de S. agalactiae
» La hyaluronate lyase codée par le géne hylB, la hyaluronate lyase est sécretée en
concentration plus importante chez les souches virulentes, notamment du sérotype IlI,

que chez les souches de portage [104;105].
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» Latoxine CM101. L’étude des produits extracellulaires de souches de S. agalaciae de
sérotype 111 isolées de méningites néo-natales a montré la production d’une exotoxine
polysaccharidique de 200 kDa [106;107].

» La Skizzle (SkzL), protéine de séquence apparentée a celle de la streptokinase et la

staphylokinase, se lie au plasminogéne et a la plasmine [108].

Echappement au systéme immunitaire Adhésion cellulaire

- Indirecte

- Opsonisation

- Directe

- Peptides cationiques
(AMP) AMP

Invasion cellulaire

- Indirecte
- Directe

Figure 6: Facteurs de pathogénicité impliqués dans les infections a SGB [80].

7. Antibiotype

7.1. Résistance naturelle

Les streptocoques du groupe B sont naturellement résistants aux polymyxines, aux
quinolones de premiére génération et & la bacitracine. lls sont de plus, comme tous les
streptocoques, résistants de bas niveau aux aminosides du fait d’une imperméabilité de leur
paroi, mais ces derniers restent synergiques et bactéricides avec une pénicilline ou un

glycopeptide.

7.2. Résistance acquise

> Les [3-lactamines
Les SGB restent tres sensibles aux R-lactamines et notamment a la penicilline G et a
I’amoxicilline qui sont les antibiotiques de choix pour le traitement des infections invasives et
la prophylaxie perpartum. Néanmoins, dés 1994, des souches de SGB tolérantes a la
pénicilline G ont été isolées et associées a des échecs thérapeutiques [109]. Récemment des

souches de sensibilité diminuée a la penicilline ont été rapportées aux Etats-Unis, avec des
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CMI (Concentration minimale inhibitrice) a la pénicilline a 0,12 mg/l [110]. De plus, au
Japon ,la premiere souche de SGB résistante a la pénicilline a été décrite [111]. Cette
résistance aux B-lactamines n’est pas liée a un mécanisme enzymatique mais a des mutations
par substitution au niveau d’acides aminés de la PLP2X de SGB, ce qui modifie I’affinité des
protéines de liaison aux pénicillines et entraine une résistance croisée a 1’ensemble des
molécules de cette famille [110;111].
En France, aucune souche de sensibilité diminuée aux R-lactamines n’a encore été isolée
(CMI90 a 0,064 mg/l) [8]. En 2008, un travail de thése non publié, portant sur 1’étude de la
sensibilité et de la tolérance aux R-lactamines de 111 souches de SGB responsables
d’infections néonatales invasives entre 2006 et 2007, collectées sur 1’ensemble du territoire
frangais, n’a retrouvé aucune souche résistante ou de sensibilité diminuée a la pénicilline
I’amoxicilline, la cloxacilline ou le céfotaxime. Seulement, trois souches tolérantes ont été
identifiées [58].

» Les aminosides
Outre la résistance naturelle des bactéries de la famille des Streptococcaceae aux aminosides,
des souches de SGB ont été décrites avec un haut niveau de résistance a la kanamycine liée a
la présence du gene aph A3 [8]. Des résistances de haut niveau a la gentamicine ont
exceptionnellement été rapportées (seulement deux souches), la premiére souche ayant été
isolée en France en 1987 chez un patient souffrant d’une 1ésion surinfectée de la jambe [112].

» Macrolides-Lincosammides-Synergestines (MLS)
S. agalactiae est le plus souvent sensible a 1’érythromycine, mais une augmentation de
I’incidence de la résistance a été observée au cours de la derniére décennie [113;114]. La
prévalence de la résistance aux macrolides en France est estimée a environ 17 % [115].

» Meécanismes de résistance
La résistance aux MLS est principalement liée a deux mécanismes. Le plus fréquent est une
modification de la cible ribosomale par une méthylase codée par les génes erm(TR) sous
classe d’ermA et ermB (erythromycin resistance methylase), empéchant la fixation des
macrolides sur le ribosome bactérien. Ce mécanisme est a 1’origine d’une résistance croisée
aux macrolides, lincosamides et streptogramine B (phénotype MLSg). L’expression de ces
génes est constitutive ou inductible. Chez les streptocoques hémolytiques, le géne ermB est le
plus souvent en cause [8;14;116].
Les souches porteuses du gene ermB s’expriment majoritairement par un phénotype MLSb-
constitutif alors que les souches possédant ermA s’expriment principalement un phénotype

MLSb-inductible [8]. Le deuxieme mécanisme beaucoup plus rare est I’efflux, qui fait
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intervenir une pompe. Le domaine transmembranaire de cette pompe est codé par les génes
mefA/E. Ce mécanisme est a ’origine d’une résistance isolée aux macrolides a 14 et 15
atomes carbone (phénotype M).
- Le phénotype M: est rendu érythromycine (E) résistant et clindamycine (CM) sensible sans
image d’induction visible (antagonisme) entre E et CM.
- Le phénotype MLSg inductible (MLSg-i): est rendu E résistant et CM sensible avec une
image d’induction entre E et CM
- Le phénotype MLSg constitutif (MLSB-c): est rendu E résistant, CM résistant sans image
d’induction entre E et CM

» Taux de résistance
Aux Etats Unis, le taux de résistance a 1’érythromycine n’a cessé d’augmenter depuis la mise
en ceuvre de la stratégie de prophylaxie perpartum. En effet, il est passé de 1,2 % pour la
période de 1980 a 1993 a 18 % entre 1997 et 1998 dans une étude en Amérique du Nord
[117]. L’étude de Phares sur des souches SGB isolées dans le cadre d’infections invasives
de 1999a 2005 rapporte des taux de résistance a 32 % et 15 % pour I’érythromycine et la
clindamycine respectivement. Des taux allant jusqu’a 40 % ont été publié dans d’autres pays
[118;119]. De plus, la résistance a 1’érythromycine est plus élevée parmi les sérotypes V
(50% versus 26 %) [120].
En France, les données du centre national de référence (CNR) des SGB rapportent un taux de
résistance a 1’érythromycine de 13,8 % en 2008, pour des souches de SGB isolées chez des
nourrissons atteints d’infections néonatales invasives. Chez nous aussi, il existe un lien entre
sérotype V et résistance aux MLS; en 2006, selon les données du CNR, 46,9 % des souches
résistantes a 1I’érythromyicne étaient de sérotype V [8;121].

» Tétracyclines

» Mécanismes de résistance
Il existe deux mécanismes de résistance acquise a la tétracycline: la protection ribosomale
(modification de cible), mécanisme de loin le plus fréquent chez les streptocoques, porté par
les genes tetM ou tetO, et le systeme d’efflux, codé par les génes tetK et tetL, beaucoup plus
rare

» Taux de résistance

Depuis les années 1970, une majorité des souches de SGB sont devenues résistantes a la

tétracycline. Actuellement, le taux de réesistance en France dépasse les 90% [8;122], ce qui

corrobore les données internationales [116;123;124]. Cependant, la sensibilité du SGB
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aux antibiotiques n’est pas suffisamment discriminante pour étre utilisée comme un outil

de diagnostic d’espece .

8. Marqueurs épidémiologiques
Il existe deux types de marqueurs: les marqueurs phénotypiques, qui prennent en compte les
caractéres exprimés par la bactérie et les marqueurs génotypiques, qui sont basés sur I’analyse

de ’ADN ou ARN bactérien.

8.1. Marqueurs phénotypiques

Les techniques de recherche de marqueurs phénotypiques sont en général faciles a mettre en
ceuvre. Parmi les techniques existantes:

8.1.1. La sérotypie

Basée sur la présence ou 1’absence de déterminants antigéniques capsulaires, c’est la premiere
méthode de typage des streptocoques béta-hémolytiques, proposée par R. Lancefield en 1934.
Cette méthode est basée sur la recherche de précipitines a 1’aide de sérum de lapins
immunisés pour un type capsulaire. Les méthodes décrites ensuite ont cherché a simplifier la
technique de sérotypage et a diminuer la quantité nécessaire d’antisérum spécifique. Des
techniques d’immunoélectrophorése [125], d’immunodiffusion [125], de co-agglutination
[126] et immunoenzymatique [127] ont été utilisées pour définir le sérotype de S. agalactiae.
Toutefois certaines souches ne sont pas typées par ces techniques. La quasi-totalité des
souches de S. agalactiae retrouvées chez I’homme sont capsulées. Sur la base des antigenes
capsulaires, dix sérotypes sont actuellement décrits: la, Ib, 11, I, 1V, V, VI, VII, VIII et
récemment X [128-131].

En 2003, Slotved et al. proposent une technique basée sur 1’agglutination de particules de
latex sensibilisées avec des anticorps spécifiques de 9 sérotypes (sérotypes la a VIII) [132].
La proportion de souches non typables diminue mais 12.5% des souches restent non
sérotypées. Plusieurs hypotheses concernant les souches non typables par les techniques
phénotypiques sont émises [133]: (i) la souche est dans une phase réversible, non capsulée ;
(i) la souche produit un polysaccharide pour lequel aucun anticorps spécifique n’est
disponible (nouveau sérotype); (iii) la souche possede une mutation ou une insertion dans un
gene essentiel a I’expression de la capsule.

Cinq sérotypes (la, Ib, II, 1l et V) sont responsables de la plupart des infections humaines.
L’identification des protéines antigéniques de surface C et R permet d’affiner le sérotypage

des souches de S. agalactiae.
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8.1.2. La lysotypie

La lysotypie caractérise les isolats selon leur sensibilité ou leur résistance a la lyse par
différents bactériophages. Un systéme de typage utilisant 24 phages a été évalué en 1980 pour
caractériser des souches de S. agalactiae [134]. Combinée a la sérotypie, la lysotypie était un

outil épidémiologique d’importance dans les années 80 [135].

8.1.3. Electrophoreése des isoenzymes métaboliques

Multilocus Enzyme Electrophoresis (MLEE). L’électrophorése des isoenzymes métaboliques
(MLEE) permet de caractériser des différences de mobilité électrophorétique d’enzymes
métaboliques. Ces variations reflétent les substitutions d’acides aminés et par conséquent les
variations nucléotidiques des génes codant I’enzyme. Ainsi, le MLEE fut la premiére méthode
phénotypique capable de refléter fidélement des variants alléliques spécifiques de loci
génomiques [136]. Cette méthode fournit des informations sur les distances génétiques entre
les isolats testés et permet 1’étude de la structure des populations bactériennes [137].

L’inconvénient majeur de cette technique reste sa lourdeur de réalisation.

8.2. Marqueurs génotypiques

Les techniques phénotypiques présentant des inconvénients liés a leur capacité a typer les
souches (sérotypie), a leur pouvoir discriminant (lysotypie) ou a leur difficulté de réalisation
(MLEE), des méthodes reposant sur I’ADN ont été developpées. Ainsi, I'étude de marqueurs
moléculaires a souvent permis une discrimination des souches non différenciables par les
méthodes phénotypiques [1].

8.2.1. Sérotypage moléculaire

Le polysaccharide capsulaire possede une structure et une composition différentes en fonction
du sérotype, dues a la variabilité des génes du locus cps (Capsular Polysaccharide Synthesis).
Ces genes codent pour les enzymes nécessaires a la synthése de la capsule polysaccharidigue.
Cette région contient des genes conservés d’un sérotype a ’autre, et d’autres tres variables; de
plus, tous les sérotypes ne possedent pas tous les génes du locus cps [138]. Les genes cpsA a
cpsE, cpsL, neuB, neuC, neuD et neuA (représentés en blanc sur la Figure 7) sont conservés
pour tous les types capsulaires alors que les génes présents dans la région située entre les
génes cpsG et cpsK sont differents pour chaque sérotype connu. La méthode de sérotypage
moléculaire analyse les genes de cette région [1].
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Figure 7: Séquences d’ADN de la région cps [76]

Il existe plusieurs techniques de sérotypage moléculaire décrites par différents auteurs:
- Kong et al., ont décrit initialement une méthode utilisant une PCR multiplex ciblant
partiellement les génes de capsule du streptocoque du groupe B, associée au séquencage
[139]. Une technique de révélation plus simple par hybridation avec des sondes biotinylées a
été ensuite mise au point [140;141].
- Manning et al., [142] ont proposé une technique avec une PCR ciblant les génes de synthése
de la capsule polysaccharidique suivie d’une digestion par des enzymes de restriction a
nombre de sites de coupure élevé (RFLP) et révélée par une électrophorése simple.
- Les techniques proposées par Poyart et al., [143] et Imperi et al., [16] reposent sur une PCR
multiplex suivie d’une électrophorése. Dans toutes ces techniques, la taille des différents
fragments obtenus permet de déterminer le sérotype moléculaire.

» Prévalence des sérotypes
Les souches de sérotypes la, 1, V sont responsables de la plupart des infections néonatales
précoces (entre 76 et 92% selon les études) [120;122;144]. Néanmoins, la proportion relative
de chaque sérotype varie selon les pays. Le sérotype Il est le plus fréquemment retrouvé en
Europe (60%), suivi du sérotype la (17 a 28%). Aux Etats-Unis, le sérotype la prédomine
(30%) et le sérotype Il est responsable de 28% des infections néonatales précoces [120]. Le
sérotype V est moins souvent retrouvé en Europe (2.6 a 9%) qu’aux Etats-Unis (18%). Les
infections néonatales tardives sont majoritairement causées par des souches de sérotype Il
(entre 51 et 82% selon les études) [120;122;144]. Dans une étude américaine portant sur des
souches isolées chez des adultes et des enfants de plus de 3 mois, les sérotypes V (31%) et la

(24%) prédominent [120]. La distribution des sérotypes varie selon le tableau clinique : tout
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age confondu, le sérotype Il est plus souvent associé aux meningites. Par ailleurs, des
infections graves, avec un risque de décés accru sont associées au serotype la [120].

Chez la femme enceinte, les sérotypes la, Il et V sont eégalement les plus fréequemment
retrouvés au niveau vaginal [145]. Cependant il faut noter que les sérotypes VI et VIII, quasi
absents en Europe et aux Etats-Unis sont fréquemment retrouvés au Japon [146]. Chez les
femmes enceintes colonisées a S. agalactiae, le sérotype VIII prédomine (35.6%) suivi du
sérotype VI (24.6%). Ces sérotypes sont également responsables d’infections néonatales
précoces (11.1 et 9.1% respectivement).

Des variations dans la distribution des sérotypes sont également observées au cours du temps.
Ainsi, le sérotype V, initialement décrit en 1985, a émerge au cours des années 1990 [147].
Dans une étude américaine chez 1’adulte, le sérotype V prédomine [3]. Dans cette étude, une

émergence du serotype IV entre 1998 (0.2%) et 2006 (5.7%) est également soulignée.

8.2.2. Amplification-séquengage pour I’étude du polymorphisme multilocus: Multi-
Locus Sequence Typing (MLST)

Le MLST a été proposé pour la premiére fois en 1998 pour caractériser les souches de
Neisseria meningitidis [148]. Aujourd’hui le MLST est la méthode de référence pour étudier
la diversité génétique des populations bactériennes, y compris le streptocoque du groupe B
[19].

Le principe repose sur 1’amplification et le séquencage de sept genes dits « de ménage ».
Approximativement 400 a 500 pb de chaque gene vont étre séquencées (aprés avoir été
amplifiées par PCR). Pour chaque géne, les séquences obtenues vont étre comparées aux
bases de données MLST (http://sagalactiae.mlst.net/) et des numéros d’alléles sont assignés a
chaque séquence unique. Pour un gene donné, deux souches qui ont la méme séquence
nucléotidique portent le méme numéro d’alléle et les séquences différant méme d’un seul
nucléotide sont considérées comme des alléles distincts. Chaque souche est définie par la
combinaison de numéros correspondant aux alléles des loci étudiés, ce qui définit un profil
allélique ou « séquence type » (ST) [148].

Cette méthode a été utilisée pour typer les souches et étudier la structure de la population d'un
certain nombre de pathogenes bactériens humains. Cette technique est particulierement
adaptée pour les études épidemiologiques, car elle fournit des données qui peuvent facilement
étre comparées entre elles et permettent de construire des arbres phylogénétiques. Les

données de séquences d'’ADN obtenues avec MLST sont stockées dans une base de données
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sur Internet. Cette méthode est suffisamment discriminatoire pour les études

épidémiologiques et fournit un moyen précis de caractérisation des isolats [19].

Pour S. agalactiae, le MLST, qui a été creé en 2003 [19], est en passe de devenir la méthode
de référence. La base de données (http://pubmist.org/sagalactiae/) regroupe a ce jour plus de
710 STs et constitue une ressource importante pour 1’épidémiologie mondiale de S. agalactiae
[19]. Certains ST sont regroupés en clusters, aussi appelés Complexes Clonaux (CC).
L’identification des CC se fait par le programme eBURST v3 (http://eburst.mlst.net/) qui
permet de définir un ancétre hypothétique commun au sein du complexe, appelé le ST
fondateur. Les ST assignés a un méme CC possedent au moins cing alleles en commun sur les

sept loci étudiés [149]. Les STs qui ne sont affiliés a aucun CC sont appelés singletons.

*La structure génétique de S. agalactiae a été étudiée par MLST dans de nombreux pays
comme 1I’Amérique du Nord (Etats-Unis et Canada) [61;150-153], le Royaume-Uni [19;154],
la France [122;155;156], la Suéde [157], le Portugal [158], le Sénégal et la République
Centre-Africaine [159]. Cinq CC majeurs (CC1, CC10, CC17, CC19 et CC23) ont ainsi été
identifiés a travers le monde et représentent plus de la moitié des souches isolées chez I’homme.
Les cing complexes clonaux CC1, CC8, CC17, CC19, et CC23 (ou clones) regroupent plus de
80 % de la population selon les études [19;150;153;154;157;159-164].

Une certaine congruence entre la répartition des sérotypes et les lignées MLST a été observée.
De fait, le sérotype la est souvent retrouvé associé au complexe CC23, le sérotype Ib au
complexe CC10, le sérotype V au complexe CC1, les sérotypes Il et majoritairement Il aux
complexes CC17 et CC19 [150;152;163;165].

Le CC17 est considéré comme clone “hyper-invasif”, puisque les souches appartenant a ce
complexe clonal et au sérotype Il sont fortement représentées parmi celles isolées
d’infections néonatales invasives [19;122;150;153;157].

Des études récentes ont montré que ces souches sont associees significativement aux
infections néonatales tardives [122;153] et aux méningites [153]. Par ailleurs, Manning et al.,
ont montré que les souches appartenant au complexe clonal CC17 sont plus difficilement
¢liminées de I’organisme aprés antibioprophylaxie.[152]. Ceci pourrait expliquer en partie
pourquoi ces souches sont particulierement retrouvées dans les infections tardives du
nouveau-né [152;153]. Contrairement au CC17, le potentiel infectieux des CC1, CC19 et
CC23 ne fait pas consensus : certaines études les relient au portage asymptomatique [19;156],

alors que d’autres travaux les rattachent aux infections néonatales précoces pour CC19 [153]

3



Revue de la Uttiratwre

et CC23 [166] et aux infections de 1’adulte (cutanées et ostéo-articulaires) pour CC1 et CC23
[165].
En résumant
La distribution des STs varient en fonction de I’origine clinique des souches (Fig. 8);
> Les souches isolées d’infections néonatales sont majoritairement de ST17, et plus
rarement ST19, ST1, ou ST23. CC17 est le clone le plus impliqué dans des infections
néonatales tardives, alors que CC1 et CC23 sont les clones majeurs dans les infections
néonatales précoces [150;160].
> Les souches isolées de colonisation maternelle sont majoritairement de ST1, ST19, ou
ST23.
> Les souches isolées de colonisation néonatale sont majoritairement de CC23, CC19,
ou CC1 respectivement.
» Les souches isolées d’infections chez 1’adulte en dehors de la grossesse sont
majoritairement de ST19, ST1, ou ST23 et de CC1, CC8, ou CC19 respectivement.
» Les souches isolées de colonisation chez I’adulte en dehors de la grossesse sont

majoritairement de ST19, ST1, ou ST17.
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Figure 8: Distribution des principaux STs selon I’origine clinique des souches [50].

8.2.3. Profils de restriction de ’ADN génomique total: Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP)

Cette technique analyse les variations de profils de digestion enzymatique du genome entier
des différentes souches. Appliqué a S. agalactiae, le RFLP a permis d’identifier deux lignées
responsables de la majorité des infections néonatales précoces au Japon, appelées RDP la-3 et
RDP 111-3 (RDP pour Restriction Digest Pattern). Ces deux RDP représentent des lignées
phylogénétiquement séparées au sein des serotypes la et 11l [167]. L’analyse des profils de
restriction obtenus par les endonucléases HindlIl et Sse83871 a permis de classer les souches
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de S. agalactiae de sérotype Il en trois RDP : RDP IlI-1, RDP I11-2 et RDPIII [168]. La
majorité des isolats obtenus de LCR de nouveau-nés sont de type RDP IlI-3, lui-méme
subdivisé en deux sous-types, RDPIII-3a et RDP I11- 3b [168].

8.2.4. Amplification aléatoire de différentes parties du génome: Random Amplification
of Polymorphic DNA (RAPD)

Le RAPD est une technique qui repose sur I’amplification aléatoire d’ADN en utilisant des
amorces de courtes séquences nucléotidiques (de 10 a 15 nt) dans des conditions peu
spécifiques d’hybridation. Cette technique ne nécessite pas une connaissance préalable du
génome [169]. Appliqué a S. agalactiae, le RAPD a confirmé I’existence des trois groupes a
plus haut risque infectieux pour le nouveau-né correspondant a la division MLEEI et les 2 ET
(11 et 12) de la division MLEEII précédemment définis par MLEE en France [170;171].

8.2.5. Electrophorése en champ pulsé: Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)

Cette méthode utilise des enzymes de restriction coupant I’ADN génomique avec une
fréquence peu élevée, ce qui génere des fragments de grande taille. lls sont séparés sous
certaines conditions d’électrophorése ou la polarité du courant est modifiée a intervalles
réguliers [172]. Cette méthode, qui présente un grand pouvoir discriminant, est
particulierement adaptée aux études d’épidémiologie locale telles que I’investigation des
infections nosocomiales. Souvent utilisé pour le typage de S. agalactiae, le PFGE a permis
d’expliquer des phénoménes localisés, comme 1I’émergence clonale du sérotype V aux Etats-
Unis [173], et de mettre en évidence la diversité génétique des isolats circulant dans un pays
ou provenant de sites anatomiques particuliers [145;160;174-176].

9. La spectrométrie de masse MALDI-TOF MS (Nouvel outil de marquage
épidémiologique)

9.1. Introduction

La spectrométrie de masse MALDI-TOF (MALDI = Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonisation- TOF = Time-Of-Flight) permet 1’identification des bactéries par
analyse de leurs protéines totales (protéines ribosomales et protéines associées aux
membranes). La qualité de 1’identification est fonction de la richesse de la banque de spectres
enregistrés. Outre 1’identification des micro-organismes, il est possible de réaliser du
génotypage de polymorphismes ponctuels (SNPs). La spectrométrie de masse devient une

alternative au séquencage standard des génes 16S rDNA [177-179].
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La spectrométrie de masse consiste a séparer et identifier des molécules selon leur masse et
leur charge [180]. Les applications de la spectrométrie de masse sont nombreuses et touchent
divers domaines: en biotechnologies pour I’analyse des peptides ou oligonucléotides, en
pharmacologie pour le dosage de médicaments, dans le domaine de 1’environnement pour
I’analyse de I’eau, en clinique pour la recherche de drogues [181], etc.

Il existe plusieurs types de spectromeétres de masse pouvant séparer des molécules plus ou
moins grandes et leurs méthodes ont toutes en commun les étapes suivantes [177;182]:

e Préparation et introduction de 1’échantillon

e Jonisation des molécules d’intérét

e Séparation des ions en fonction de leur rapport masse/charge
e Détection et amplification du signal

e Analyse des données et identification de 1’échantillon
Parmi les autres méthodes proposées, la spectrométrie de masse permet 1’identification et le
typage des micro-organismes (bactéries, virus, champignons) a partir des colonies ou des

prélévements, couplée ou non a une amplification génique [177].

9.2. Historique

Les premiers spectrometres de masse datent du début du 20éme siécle et ont servi en physique
a rechercher les différents isotopes d’un élément chimique. C’est Francis William Aston qui
concut le premier spectrometre de masse en 1922. Il réussit a démontrer I’existence des

isotopes en les séparant selon leur masse et leur charge [177].

9.3. Principe de fonctionnement

Le spectromeétre de masse MALDI-TOF est un spectromeétre utilisant une source d’ionisation
laser assistée par une matrice (MALDI = Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation) et un
analyseur a temps de vol (TOF = Time-Of-Flight) [177]. La séparation des molécules par
cette technique est plus douce qu’avec les autres méthodes. Elle permet d’ioniser des
molécules de grande taille, peu volatiles et sensibles a la chaleur sans les dégrader [180;183].
La méthode MALDI-TOF s’applique aux biomolécules plus fragiles comme les peptides, les
protéines, les glycoprotéines et les oligonucléotides [181].

Un spectrometre de masse se compose principalement de trois parties: la chambre d’ionisation

produisant des ions en phase gazeuse, 1’analyseur séparant les ions selon le rapport masse sur
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charge (m/z), le détecteur transformant le courant ionique en courant électrique. Le courant
généreé est amplifie, numérisé et enregistré [184].

L’ionisation des molécules est I’étape la plus importante pour I’identification des molécules
(Fig. 13). Avec la technique de désorption laser assistée par la matrice d’inclusion de
I’échantillon (MALDI : Matrix Assisted Laser Desorption lonization), le produit a identifier
est inclus dans une matrice (3,5-diméthoxy-4-hydroxycinnamic acid [sinapinic acid] ; a-
cyano-4-hydroxy-cinnamic acid, par exemple), et immobilisé sous forme de cristaux sur un
support inerte (plaque d’acier, par exemple). Le complexe produit-matrice est bombardé par
un faisceau laser émettant dans la zone d’absorption de la matrice. Les ions générés dans la

chambre d’ionisation sont accélérés dans un champ électrique qui les dirige vers I’analyseur

[177].

Détecteur O >0 : protéines

o : matrice
« tube de vol » —»

Laser ..

1) Désorption
2) lonisation

3) Séparation

— « temps de vol »
Echantillon / cible

|
_> —»I — < |
B

Escherichia coli

Figure 13: Principe de la spectrométrie de masse de type MALDI-TOF [185].

L’analyseur permet de séparer et de classer les ions accélérés selon leur temps de vol libre
(TOF : Time-Of-Flight). Selon le rapport m/z, les molécules les plus petites sont les premieres
a arriver au détecteur. Les molécules qui ont le méme rapport m/z sont séparées grace a un
miroir électrostatique. Le détecteur transforme les ions recus en courant électrique qui est

amplifié et numerisé (Fig. 14).

3



Reayuve de lo Utteroture

Mélange
matrice-échantillon

=i [~
fa]
-
< (=) - @
= PR
ifide & - & .
o . & @ @ @
= EE © z :
< - . «® , & Ions moléculaires
f @ © e - a . & @
‘f ésorption ZTonisation

Figure 14: Principe d'ionisation par la technique MALDI [177].

L’analyte (en vert) est cristallis¢ dans la matrice (en violet).

9.4. Banque de spectres

Les données enregistrées sont calculées afin de transposer les résultats dans un spectre ou
chaque pic correspond a un type de molécule. L’axe des ordonnées représente I’intensité
relative du signal et I’axe des abscisses indique la taille de la molécule en Daltons (Fig. 15).
L’appareil intégre les différents pics enregistrés et recherche dans la base de données

I’identification du germe correspondant.
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Figure 15: Spectre MALDI-TOF [177].

L’identification d’un spectre inconnu est réalisée a 1’aide d’un algorithme de reconnaissance
qui considére les positions des pics dont I’intensité est comprise dans une échelle de 1 a 1000.
Le logiciel associé au spectrométre génere automatiquement les listes de pics a partir de tous

les spectres typiques qui sont enregistrés dans une banque de données. Un score
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d’appariement ou de vraisemblance classe les spectres et précise la ou les identifications
bactériennes les plus plausibles.

A partir des spectres obtenus, il est possible de construire un dendrogramme fondé sur les
scores de similarités. Le spectre de masse est susceptible de variations. La nature du milieu
de culture, la durée d’incubation des cultures peuvent influer sur la qualité du spectre obtenu.
Par exemple, les colonies doivent étre récentes pour ne pas avoir de dégradation des protéines
ribosomales et des protéines associées aux membranes. Ces protéines, de masse moléculaire

relativement faible, sont les mieux conservées et offrent une typicité d’espéce.

9.5. Utilisations de la spectrométrie de masse

» Typage bactérien
Quelques études ont montré 1’utilité du typage des micro-organismes par MALDI-TOF-MS
par comparaison avec la méthode de référence, le champ pulsé. Pour Listeria monocytogenes,
il a été montré une parfaite concordance entre le typage par champs pulsé et les données de la
spectrométrie de masse [186].
Pour le typage des bactéries d’une méme espéce [187], un dendrogramme peut étre établi a
partir de scores de similarité. Une analyse a variation multiple fondée sur I’analyse des
composants principaux est possible. Pour I’identification, 1’analyse et la classification des
spectres peuvent étre établies selon (a) le « main spectra projection » ou banque de référence
(MSP), (b) I’analyse en composante principale (PCA), (c¢) I’indice de corrélation des
composants (CCI) (analyse statistique des relations entre les spectres i.e. paramétres de
distance entre les spectres) [187].

> ldentification des clones
Avec la spectrométrie de masse, il est ainsi possible de mieux identifier les clones
pathogénes en mettant en évidence la variation nucléotidique et en déterminant la séquence
probable & partir d’amplicons [188].

» Génotypage
La spectrométrie de masse de type MALDI-TOF permet de détecter les produits
d’amplification génique. L’identification de fragments de 40 a 168 bases est possible a la
condition de désaler les amplicons des résidus non amplifiés. Des applications ont été
publiées pour certains micro-organismes (Legionella spp., Listeria monocytogenes, Sulfolobus

acidocaldarius, bactéries méthanogénes, par exemple) que les amplicons soient de type ARN
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ou ADN, simple ou double brins. La détection et le génotypage des genes de résistance aux
antibiotiques (B-lactamases, mycobactéries) sont également possibles [189].

» Autres utilisations
Les approches post-génomiques commencent a trouver des applications en microbiologie
médicale. Ainsi, I’analyse métabolomique met en évidence les métabolites d’intérét
biologique a partir d’analyses statistiques multivariées réalisées sur un trés grand nombre de
signaux qualitatifs ou quantitatifs, de visualiser les réponses métaboliques des micro-
organismes face a des phénomenes de toxicité [190].
La spectrométrie de masse est employée en contrdle-qualité pour la détermination de la pureté
et de I’homogénéité d’une protéine. Dans le domaine de la protéomique, elle permet de
réaliser des etudes structurales pour la vérification fine d’une séquence, la localisation de
certains motifs, les études de changements de conformation, de repliement, la caractérisation
de complexes covalents ou non et de leurs zones d’interaction.

- Depistage neonatal des maladies hereditaires du metabolisme
Depuis la fin des années 1990, la spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) est apparue
dans les services de biologie spécialisée et les performances de cet outil en terme de rapidité
d’analyse, de spécificité et de polyvalence 1’ont rapidement rendu indispensable. Dans le
domaine des maladies héréditaires du métabolisme (MHM), il est actuellement possible
d’utiliser la MS/MS pour le dépistage néonatal systématique de plus d’un cinquantaine de
pathologies génétiques rares dont la plupart peuvent bénéficier d’un traitement ou d’une prise
en charge adaptée [177;191].

- Identification hémocultures positives [192;193]

- ldentification pathogénes urinaires [194]

- ldentification cultures mixtes ? [195;196]

- Détection de phénotypes de virulence ou d’antibiorésistance [197-199]

- Détection PVL (Panton-Valentine leukocidin) chez S. aureus [200]

- Détection MRSA [201-203]

- Biotyping, génotyping, la nouvelle caractérisation des especes et la détection de

certains mécanismes de résistance. [21-23].
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Chapitre 11: Le portage de Streptococcus agalactiae

1. Streptococcus agalactiae et la période périnatale

1.2. Colonisation

L’infection néonatale survient avec des germes non pathogeénes pour la femme enceinte, dont
le portage vaginal n’est pas synonyme d’infection mais de colonisation maternelle [38]. S.
agalactiae est un germe commensal des voies gastro-intestinales et génito-urinaires chez la
femme enceinte. Le taux de colonisation maternelle varie de 1,6 % a 36 % selon les études
[204;205].

La colonisation vaginale a par cette bactérie peut étre transitoire, intermittente ou persistante
[206]: Seules 30 a 40 % des femmes colonisées en début de grossesse le sont encore a
I’accouchement [207]. Le statut d’une femme enceinte vis-a-vis du streptocoque du groupe B
peut changer au cours de la grossesse. La colonisation en début de grossesse n'est donc pas

prédictive de la colonisation a streptocoque du groupe B en fin de grossesse [208].

La bactériurie a streptocoque du groupe B chez une femme enceinte est un marqueur de
colonisation et a été associée a un risque accru d’infection néonatale précoce a streptocoque
du groupe B quel que soit le trimestre. Le streptocoque du groupe B est retrouvé dans les
urines de 2% a 7% des femmes enceintes [208;209]. Des études ont montré que certaines
femmes présentant une bactériurie a streptocoque du groupe B au cours du premier trimestre
pouvait avoir un dépistage recto-vaginal négatif a 35-37 SA ou au moment de 1’accouchement
[209] et que malgré I’administration d’antibiotique pour traiter la bactériurie au cours de la
grossesse, le streptocoque du groupe B n’est pas completement €éliminé des voies génito-

urinaires et gastro-intestinales et la recolonisation est fréquente.

1.3. Transmission

Chez les nouveau-nés, deux sources de contamination ont été démontrées: la transmission
verticale lors de I’accouchement, et la transmission horizontale apres la naissance.

A la naissance, 50 & 65 % des nouveau-nés dont les méres sont colonisées par S. agalactiae
présentent des cultures positives pour ce germe au niveau des muqueuses et de la peau
(conduit auditif externe, gorge, ombilic, et site ano-rectal) [210;211]. Environ 98 % des
nouveau-nés colonisés restent asymptomatiques, mais 1 a 2 % d’entre eux développent une
infection invasive a S. agalactiae [212].

La transmission verticale de la mére au feetus ou au nouveau-né peut se faire via plusieurs

voies [38;208;213]: la contamination par passage a travers la filiere génitale au cours de
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I’accouchement est la voie la plus fréquente. La voie hématogene trans-placentaire au
décours d’une infection maternelle (bactériémie, endométrite, pyélonéphrite aigué) et la voie
ascendante, ou une bactérie présente dans le vagin pendant la grossesse remonte vers 1’utérus
jusqu’a la cavité amniotique a travers les membranes intactes ou rompues, (Fig. 9 et 10)
peuvent conduire a des infections intra-utérines (chorioamniotites), pouvant causer le déces
du feetus ou une infection a un stade avancé chez le nouveau-né.

La transmission horizontale du nouveau-né apres la naissance, a partir de la mere
(manuportage maternel, ou transmission par le lait) [214;215], ou a partir d’autres nouveau-
nés par ’intermédiaire du personnel soignant [216;217] concerne entre 1,2 et 41% des

nouveau-nés colonisés.

1) Transmission {(2a) Transmission (2b) Transmission
~— hématogéne ~—~ wansmembranaire “~—~ a partir dun foyer
transplacentaire ascendante d'endomeétrite

P
e

(3) Transmission
“— au passage de
la filiére genitale

Figure 9: Modes de contamination materno-foetale [218].
a. Muscle utérin d. Chorion g. Col utérin
b. Muqueuse utérine e. Amnios h. Vagin.

c. Placenta f. Liquide amniotique

La transmission verticale entre la mere et le nouveau-né se produit dans 30 a 70% des cas, soit
[219] I'absence de toute intervention, on estime que 1% a 2% des nourrissons colonisés vont
développer une infection précoce a streptocoque du groupe B [208].

Par ailleurs, chez 5,6% des nouveau-nés colonisés, le streptocoque du groupe B n’a pas été

retrouveé dans les prélevements vaginaux de la mére pendant la grossesse [220].
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Figure 10: Schéma représentant les différentes entités des infections materno-foetales et leur
transmission [218].

1.4. Incidence des infections materno-feetales

Streptococcus agalactiae est rapporté comme agent pathogéne chez 1’homme pour la premicre
fois en 1938, avec trois cas d’infections fatales chez des femmes en post-partum [221].
Depuis les années 70s, S. agalactiae est devenu un agent pathogene important pour la période
périnatale aux Etats-Unis et en Europe avec un taux de mortalité élevé [222]. Les infections

périnatales a S. agalactiae concernent a la fois les nouveau-nés et les femmes enceintes.

1.5. Les infections chez le nouveau-né

Le streptocoque B représente la premiére cause d’infection bactériennenéonatale sévere. Dés
1973, Franciosi définit deux formes distinctes d’infections néonatales a SGB : le syndrome
précoce et le syndrome tardif (Tab. 1).

1.5.1. La forme précoce

Survenant durant les sept premiers jours de vie du nouveau-né, principalement au cours des
24 premieres heures de vie [223;224], cette forme représente 80 a 85 % de 1’ensemble des
infections néonatales [225], et correspond essentiellement a des infections respiratoires (54
%), des septicémies sans source identifiée (27 %), et des méningites (15 %) [224]. Cette
infection résulte généralement d’une transmission verticale in utero a partir du tractus génital
maternel ou lors du passage de la filiere génitale au cours de I’accouchement [226]. La

mortalité peut représenter jusqu’a 55 % des nouveau-neés infectés, et concerne plus
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particulierement les nouveau-nés prématurés ou de faible poids pour lesquels le taux de

mortalité est estimé respectivement a 42 % et 36 % versus 6 % pour un enfant né a terme.

1.5.2. La forme tardive

Cette forme est observée entre le 7°™ jour et le 3*™ mois de vie du nouveau-né. Elle revét un
aspect clinique polymorphe : septicémie (46 %), méningite (37 %), et plus rarement infections
urinaires, ostéite, arthrite, cellulite, ou infections pulmonaires [224].

L’origine du germe responsable de I’infection est incertaine ; une transmission horizontale par
I’intermédiaire de la mére ou du personnel hospitalier et/ou une transmission materno-feetale
périnatale ont été décrites [227;228]. Contrairement a I’infection précoce, aucun facteur de

risque n’est clairement défini pour la forme tardive de I’infection a S. agalactiae (Fig. 11).

.’“.\
s ’}".'.:'..:
(C] o 0%,
g
"“. L ] \
{wd 0 o 8
'/ {?f&-
o ©° —

Figure 11: S. agalactiae, pathogene du nouveau-né, d’apres [229].

(A) S. agalactiae réside en tant que commensal dans le tractus genital et gastro-intestinal
inférieur de la femme. (B) S. agalactiae peut s’infiltrer dans le compartiment intra-utérine de
la mére enceinte qui est un porteur asymptomatique. (C) Le nouveau-né aspire S. agalactiae
dans ’utérus ou pendant ’accouchement. (D) S. agalactiae envahit les poumons du nouveau-
né provoquant la pneumonie. (E) a partir des poumons, S. agalactiae accéde a la circulation
sanguine du nouveau-né provoquant la septicémie, et envahit de multiple organes néonataux,
y compris le coeur. (F) S. agalactiae pénetre la barriere hémato-encéphalique, provoquant la
méningite.

La mortalité de cette forme de I’infection est moindre que celle observée pour la forme
précoce (2 a 6 %) [230], mais les sequelles neurosensorielles majeures sont fréquentes (50%),

en particulier aprés une méningite [231].
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Tableau 1: Caractéristiques des infections a SGB [232;233].

Infection précoce Infection tardive
Début < a 7 jours (en moyenne 8 a | > a 7 jours (en moyenne un mois)

20 heures de vie)

Acquisition Transmission verticale intra- | Transmission verticale
- a ’accouchement
partum .
- nosocomiale
Clinique - Sepsis - Fiévre
- Détresse respiratoire | - Meéningite
avec pneumonie | - Bactériémie
(méningite 5 a 15%) - Ostéomyeélite
Sérotyppe Tous (surtout 111, Ia, II) Le IIT surtout

1.5.3. Taux de mortalité

Le taux actuel de mortalité global des infections néonatales est de 9,6% avec un taux pour les
infections précoces de 12,1% et pour les infections tardives de 6,8% [234]. Ces taux varient
en fonction du terme et du poids de naissance. Aux Etats-Unis, le taux de mortalité est
d’environ 4% a 6% avec pour les infections précoces, un taux de 4% a 6,8% (a terme 2 a
2,6%, chez les prématurés 10 a 30% en fonction de 1’age gestationnel) et pour les infections
tardives, un taux de 2,8% a 4,7% (& terme 1,4% chez les prématurés 5,3%) [120;208]. En
France, le taux de mortalité des infections précoces est de 6% a terme, de 42% chez les
prématurés et de 36% chez les hypotrophes [219]. Pour les infections tardives, le taux de

mortalité est compris entre 2 a 6%.

1.6. Les infections de la femme enceinte

Les infections a SGB de la femme enceinte ont une incidence de 0,12 cas pour 1000
naissances [120]. Elles se présentent dans la moitié des cas sous forme d’une infection
génitale haute, infection du placenta ou du liquide amniotique, aboutissant a une mort feetale
Les autres manifestations possibles sont une septicémie (31 % des cas), endométrite sans mort
feetale (8 % des cas), chorioamniotite sans mort feetale (4 % des cas), une pneumonie ou un
sepsis puerpéral (2% des cas chacun), une endocardite (1% des cas). Ces infections
conduisent a un avortement spontané dans 61% des cas, et seulement 30% des enfants ne
développeront pas de complications. Pour 81% de ces infections, aucune cause sous-jacente

n’est retrouveée (tabac, asthme, diabete, obésité, consommation d’alcool ou de drogue) [120].
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Les manifestations cliniques sont en rapport avec la densité de colonisation. Ainsi, une forte
colonisation vaginale multiplie par six le risque de sepsis néonatal et par deux le risque
d’infection intra-amniotique et une colonisation modérée multiplie par quatre le risque de

sepsis néonatal [235].

1.6.1. Facteurs de risque

Parmi les facteurs de risques des infections neéonatales précoces a streptocoque du groupe B
[208;236] on retrouve:

- la colonisation des voies génito-urinaires par le streptocoque du groupe B,

- la rupture prématurée des membranes (RPM),

- la durée de la rupture des membranes supérieure a 12 heures,

- ’infection intra-amniotique,

- Pantécédent d'un enfant avec une infection invasive a streptocoque du groupe B,

- la température intrapartum supérieure a 37,5°C,

- ’age gestationnel inférieur a 37 semaines d’aménorrhée,

- le jeune age et I’ethnie de la mere,

- les manoeuvres obstétricales ou un nombre ¢levé d’examens vaginaux aprés le début du
travail ou de la rupture des membranes,

- le faible niveau d'anticorps maternels spécifiques de la capsule du streptocoque du groupe B.

1.6.2. Sérotypes capsulaires des souches impliquées dans les infections néonatales
D’aprés de nombreuses études rapportées sur la répartition des sérotypes des souches du
streptocoque du groupe B, les proportions restent stables dans le temps et les sérotypes
prédominants impliqués dans les septicémies néonatales sont les sérotypes Ill, la, Ib, Il et V
[234].

En Europe, la distribution des sérotypes est similaire dans la plupart des pays, avec une
prédominance du sérotype 11 [237-242], et du sérotype la aux Etats-Unis [243].

Les souches responsables d’infections néonatales précoces aux Etats-Unis se distribuent de
facon similaire avec un tiers des souches de sérotype la, un tiers de sérotype IlI, et en
augmentation depuis les années 90s, 14 a 19 % de sérotype V, 9 % de sérotype Ib, et 9 % de
sérotype 11 [244].

Pour les souches isolées d’infections néonatales tardives, le moiti¢ des souches sont de sérotype

111, 27 % de sérotype la, 14 % de sérotype V, 5 % de sérotype Ib, et 3 % de sérotype 1l [244;245].
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1.7. Prévention de I’infection précoce a streptocoque du groupe B

1.7.1. Dépistage du portage pendant la grossesse

a. Recommandations americaines

Le dépistage systématique a 35-37 semaines de grossesse du portage vaginal du streptocoque
du groupe B est réalisé par écouvillonnage de la partie inférieure du vagin et du rectum [208].
L’écouvillon est ensemencé dans un bouillon sélectif, incubé pendant 18 a 24 heures a une
température de 35 a 37°C sous 5% CO; ou en air ambiant. A 24 heures, il est repiqué sur une
gélose appropriée (gélose trypticase soja + sang de mouton 5%, gélose Colombia avec
colistine et acide nalidixique, ou une gélose chromogene commerciale). Le streptocoque doit
étre identifié a 24 - 48 h par agglutination et il est recommandé, pour les femmes allergiques
aux béta-lactamines, de réaliser un antibiogramme avec détection de la résistance inductible a
la clindamycine. Le dépistage systématique de la bactériurie asymptomatique est recommandé

chez les femmes enceintes.

b. Recommandations francaises

Le dépistage systématique du portage du streptocoque du groupe B est recommandé en fin de
grossesse (entre 34 et 38 semaines d’aménorrhée) [38], par écouvillonnage de I'ensemble de la
cavité vaginale. Le prélévement rectal n’est pas recommandé dans le cadre du dépistage.
L’ensemencement dans un bouillon d’enrichissement n’est pas nécessaire au dépistage des
femmes a risque et le résultat doit étre rendu en semi quantitatif [38;219].

Le dépistage systématique du streptocoque du groupe B est inutile chez les patientes a risque,
car l'antibiothérapie prophylactique per-partum devra étre systématique. De méme, le
traitement du portage asymptomatique a distance de I'accouchement n’est pas recommandé
car il ne diminue pas le taux de portage a I'accouchement (Fig. 12). En cas d’allergie aux f-
lactamines, les alternatives proposées par I’ANAES sont les céphalosporines (mais risque
d’allergie croisée) et I’érythromycine.

La résistance aux macrolides est fréquente. Dans une étude francaise entre 1998 et 1999, 15%
des souches étaient résistantes a 1’érythromycine [8]. Aux Etats-Unis, une étude entre 1999 et

2005 rapporte un taux de résistance a I’érythromycine de 32% [120].
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Le dépistage du streptocoque B doit étre
Systématique pendant la grossesse

e =

Comment ? Quand ?

Par prélévement vaginal simple Entre 34 et 37 SA de grossesse

Patientes concernées par le protocole Strepto B

l

- Toute patiente accouchant par voie basse avant 36 5A.

Patiente ayant un portage du strepto B documenté pendant cette
grossesse (PV+ infection urinaire)
- ATCD d'infection materno-feetale a strepto B

Statut vaginal inconnu

Figure 12: Dépistage systématique du SGB pendant la grossesse [246].

1.7.2. Antibioprophylaxie per-partum

Dans les années 1980, les essais cliniques ont montré que l'administration d'antibiotiques
pendant le travail par voie intraveineuse chez les femmes & risque de transmission de
streptocoque du groupe B réduit la transmission verticale du streptocoque du groupe B
(diminution de la colonisation du nourrisson et des infections précoces) [247;248].
L’efficacité est de 86% a 89% chez les enfants nés de meres ayant recu une prophylaxie

intrapartum active contre streptocoque du groupe B [236].

a. Recommandations americaines

Les premiéeres recommandations ont été émises dans les années 1990 par I'’American
Academy of Pediatrics (AAP) [35], I’American Congress of Obstetricians and Gynecologists
(ACOG) [37;249]. Depuis, ces recommandations sont révisées régulierement et le dépistage
de toutes les femmes enceintes a 35-37 semaines de grossesse a été institué pour optimiser
I’administration de 1’antibioprophylaxie intrapartum. D’aprés les dernieres recommandations
du CDC [208], les indications de 1’antibioprophylaxie intrapartum contre le streptocoque du
groupe B sont:

- un antécédent de nouveau-né avec une infection invasive a streptocoque du groupe B lors
d’une précédente grossesse,

- une bactériurie a streptocoque du groupe B retrouvée au cours de n'importe quel trimestre de
la grossesse en cours,

- un dépistage recto-vaginal positif en fin de grossesse,
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- en cas de statut inconnu pour le streptocoque du groupe B au début du travail si l'un des
éléments suivants est présent :

» un accouchement prématuré (AP) (age gestationnel avant 37 semaines de grossesse),

» une rupture des membranes supérieure a 18 heures,

» une température intrapartum supeérieure a 38°C,

> une PCR positive pour la recherche de streptocoque du groupe B dans le prélevement

vaginal réalisé au moment de I’accouchement.

En revanche, la prophylaxie intrapartum n’est pas indiquée s’il y a eu une colonisation ou une
bactériurie a streptocoque du groupe B au cours d'une grossesse précédente, si le dépistage
vaginal et rectal du streptocoque du groupe B est négatif en fin de grossesse et en cas
d’accouchement par césarienne débuté avant le début du travail chez une femme avec
membranes amniotiques intactes, indépendamment de leur statut vis-a-vis du streptocoque du

groupe B ou de I'dge gestationnel.

b. Recommandations francaises
L’antibiothérapie prophylactique per-partum contre le streptocoque du groupe B est
recommandée [38] dans les situations suivantes:
- un dépistage positif pour la grossesse en cours
- chez les patientes a risque :
» présence d’un antécédent d'infection néonatale a streptocoque du groupe B au cours
d’une grossesse précédente,
» découverte d’une bactériurie a streptocoque du groupe B au cours de la grossesse en
cours,
- en l'absence de dépistage du streptocoque du groupe B et si 'un des facteurs de risque
suivants est présent :
> température maternelle au cours du travail supérieure a 38°C, durée de la rupture des
membranes supérieure a 12 heures,
» accouchement survenant avant 37 semaines d’aménorrhée.
L'antibioprophylaxie n'est en revanche pas indiquée si la culture est négative méme en cas

d'accouchement prématuré, sauf en cas de rupture prématurée des membranes.

1.7.3. Modalités de I’antibioprophylaxie

La prophylaxie doit étre débutée le plus précocement, au début du travail ou au moment de la
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rupture des membranes, par voie intraveineuse, pendant une durée au moins supérieure a 4
heures [38;208]. Parmi les molécules utilisées, la péniclline G reste I'antibiotique de référence
pour la prophylaxie avec comme alternative 1’ampicilline. L’ANAES propose le schéma
suivant: amoxicilline en IV avec une dose de charge de 2g, puis 1g toutes les 4 heures jusqu'a
I'expulsion.

En cas d’allergie aux béta-lactamines, I’antibioprophylaxic doit étre adaptée a
I’antibiogramme: si la souche est sensible aux macrolides et apparentés, la clindamycine peut
étre utilisée a la dose de 900 mg, toutes les 8 heures, jusqu'a I'accouchement. En cas de
résistance aux macrolides et apparentés, la vancomycine est I’alternative recommandée, a la

dose de 1g en IV au début du travail puis 1g toutes les 12 h et 1g 12 h aprés la délivrance.

» Vaccination
L'immunisation des femmes pourrait étre une alternative pour prévenir les infections
néonatales précoces et tardives par le transfert transplacentaire des anticorps 1gG [250;251].
Cette stratégie pourrait également étre efficace pour la diminution de la mortinatalité et de
I’infection maternelle [252;253]. La difficulté principale dans I'élaboration de vaccins
efficaces pour la prévention des infections materno-foetales a S. agalactiae est I’existence de
plusieurs sérotypes. Deux types d’antigénes ont été considérés comme candidats pour un

vaccin: les polysaccharides capsulaires et les protéines de surface.

» Désinfection vaginale
La désinfection locale a pour but d’interrompre la transmission verticale de SGB. En effet,
I’utilisation d’agent désinfectant actif sur cette bactérie, comme la chlorhexidine, a été
envisagée. L’application vaginale de gel de chlorhexidine dés le premier trimestre de la
grossesse ou au cours de 1’accouchement a permis de réduire le nombre de nouveau-nés

colonisés mais pas le nombre d’infections tardives [87].

» Immunoprophylaxie
L’immunoprophylaxie devrait étre la méthode la plus prometteuse sur le plan de la durabilité
et du rapport colt-efficacité tant pour la prévention des infections néonatales a début précoce
que des infections tardives. Cette approche n’est malheureusement pas encore disponible,
differents types de vaccins prometteurs restent en développement ou sont en cours

d’évaluation chez des sujets sains.
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1.8. Les infections génitales au cours de la grossesse liées au portage de SGB

Les infections génitales au cours de la grossesse sont imputables aux bactéries, aux virus et a
d’autres organismes appelés protozoaires. Le dépistage et traitement des infections génitales
est un des objectifs de la surveillance de la grossesse. Certains auteurs repérent une
association entre le portage de SGB chez les femmes enceintes ayant une infection génitale

c’est le cas de I’étude publié par Orrett et al., [254;255].

1.8.1. Rappel sur la flore vaginale

Le vagin est un milieu naturellement septique, la glaire cervicale joue un réle de verrou
microbiologique, empéchant normalement I’ascension d’agents pathogénes et assurant ainsi le
maintien stérile de I’endocol, de la cavité utérine, des trompes et du péritoine pelvien [256].
La flore vaginale normale, ou flore de Ddderlein, est un milieu en constante évolution.
Présente dés les premiers jours de vie de la petite fille, elle reste pauvre jusqu’a la puberté;
puis les oestrogenes vont induire la sécrétion de glycogéne, substrat favori des lactobacilles
qui s’y développent dés lors. Le pouvoir acidifiant de ces derniers est a 1’origine d’un pH
vaginal entre 3,8 et 4,5 (mesuré dans les culsde-sac latéraux ou antérieur) et permet ainsi
d’écarter toute multiplication de la plupart des agents pathogeénes. La concentration normale
des lactobacilles est de I’ordre de 10°> & 10° bactéries par gramme de sécrétion vaginale.
D’autres flores peuvent s’y méler, d’origine digestive souvent, oropharyngee plus rarement
[233].

A T’état normal physiologique, le vagin peut contenir des bactéries appartenant a divers
groupes écologiques [257-259] .Un groupe de bactéries de portage fréquent (2 a 80 % des
femmes selon les bactéries impliquées) comporte des bactéries assez régulierement

impliquées dans les IMF (Tab. 2).

Tableau 2: Bactéries maternelles a risque infectieux néonatal [260;261].

Bactéries des infections hématogénes

Listeria monocytogenes (listériose)

Escherichia coli, Proteus spp. et autres entérobactéries (pyélonéphrite gravidique)

Bactéries vaginales

Groupe | : flore bactérienne de portage habituel (flore dominante) spécifiqguement adaptée a la cavité
vaginale sans risque néonatal majeur. Observée chez au moins 98 % des femmes a des concentrations
de 106-108 bactéries/g de sécrétions vaginales, elle est essentiellement constituée de lactobacilles

(flore de Ddderlein) de une & quatre espéces/femme.
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Groupe 11 : flore bactérienne vaginale issue de la flore digestive a risque infectieux néonatal. Elle est
observée chez 2 a 80 % des femmes selon les especes considérées. Il s’agit de :*Streptococcus
agalactiae et Enterococcus. *Enterobactéries (Escherichia coli [+++] mais aussi Proteus,
Morganella, Klebsiella, Enterobacter et Serratia chez les patientes ayant recu de multiples
antibiothérapies ou ayant parfois été colonisées par des produits contaminés (dans ce cadre, il est
exceptionnellemen isolé Pseudomonas et Acinetobacter). *Staphylocoques coagulase + et -.
*Bactéries anaérobies (Bacteroides spp., Prevotella spp., Porphyromonas spp., Fusobacterium spp.,
Clostridium spp., Peptostreptococcus spp., Veillonella spp., Mobiluncus). Gardnerella vaginalis et
certaines corynébactéries Mycoplasmes (en particulier Mycoplasma hominis), Ureaplasma
urealyticum biovar parvo (quatre sérotypes) et biovar T960 (dix sérotypes) ; et certains génogroupes

d’Haemophilus spécifiquement adaptés a la flore génitale. Candida albicans

Groupe 111 : hotes usuels de la flore oropharyngée colonisant exceptionnellement la cavité vaginal
haut risque infectieux néonatal. Elle est observée chez 0,1 a 2 % des femmes selon les bactéries cause.
Toutes les bactéries oropharyngées peuvent étre isolées de la cavité vaginale mais le plus souvent il
s’agit de :*Haemophilus influenzae et parainfluenzae. *Streptococcus pyogenes. *pneumocoques.

*méningocoques et autres bactéries capnophiles.

1.8.2. Type de vaginites

Les trois infections vaginales les plus courantes sont l'infection a candida ou "infection a
champignons™ ou encore “infection a levures”, la vaginose bactérienne et l'infection a
trichomonas. Voici une description des multiples infections bactériennes susceptibles
d’entraver la croissance du bébé en gestation [262;263].

a. Vaginite a candida (champignons ou levure)

L'infection a Candida, une forme courante de vaginites, est habituellement provoquée par un
champignon surnommé Candida. 75% des femmes souffriront au moins d'une infection a
champignons durant leur vie et 40% a 45%, en présenteront plus d'une. Une faible proportion
de 5% des femmes présenteront plus de 4 infections & champignons durant une année.
L'infection a Candida se caractérise habituellement par des pertes inodores, épaisses,
présentant la texture du fromage "cottage" blanc et surtout par des démangeaisons vaginales.
D'autres femmes se plaignent également de brQlures lors des relations sexuelles. Quelquefois,
des infections mixtes peuvent se manifester. L'infection a champignons peut se retrouver chez
40% des femmes porteuses de vaginites [264-266].

Bien que la preuve est incomplete, il ya quelques nouvelles données qui suggere que la

candidose pendant la grossesse peut étre associée a un risque accru de complications de la

E
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grossesse, telles que la rupture prématurée des membranes, le travail prémature,
chorioamniotite et candidose cutanée congénitale [264;265]

b. Vaginose bactérienne

La vaginose bactérienne représente le type le plus fréquent d'infections vaginales. Plusieurs
études mentionnent une incidence pouvant atteindre jusqu'a 50% des femmes porteuses de
vaginites [267].

La vaginose bactérienne, tout comme l'infection a champignons, résulte d'une croissance
exagérée d'une ou de plusieurs bactéries. Elle découle généralement d'un changement dans
I'équilibre naturel du milieu vaginal. L'infection bactérienne se manifeste plus fréquemment
chez les femmes qui ont plus d'un partenaire sexuel ou chez celles qui ont un nouveau
partenaire [268]. Les femmes qui souffrent de vaginose bactérienne présentent un désequilibre
qui se traduit par une croissance exagérée du nombre de bactéries nuisibles et une diminution
importante des lactobacilles qui protégent normalement le vagin [269].

La vaginose bactérienne se manifeste par une forte odeur vaginale de poisson. Elle n'entraine
pas habituellement, de démangeaisons, ni d'irritations caractéristiques de la vaginite a
champignons, bien que ces symptémes peuvent également se manifester.

La relation entre vaginose bactérienne et RPMAT (rupture prématurée des membranes avant
terme) et AP est bien établie. Des travaux ont validé 1’intérét de traiter la vaginose bactérienne
en cas d’ATCD d’AP ou RPMAT. Mais il n’y aurait pas d’intérét a dépister des patientes sans
ATCD [269].

c. Vaginite a trichomonas

La vaginite a trichomonas est une maladie transmise sexuellement (M.T.S.), déclenchée par
un organisme parasite appelé le Trichomonas (un protozoaire flagellé; animal microscopique
constitué d'une seule cellule, ayant la forme d'une poire dont le corps est muni de 3 a 5
flagelles, sorte de cil, et qui mesure environ 7 a 10 micrometres, mais peut atteindre parfois
une longueur de 25 micrométres.) [270-272].

Cet organisme peut se retrouver dans les serviettes sanitaires, sur les sieges de toilette ou dans
les maillots de bain humides, mais il est rare que la maladie soit transmise autrement que par
la voie des relations sexuelles. Les femmes souffrant de vaginite a trichomonas ont
habituellement des pertes vaginales jaunatres malodorantes. Elles se plaignent surtout de
démangeaisons, de sensations de brdlure, d'irritations vulvaires et d'urines douloureuses. La

vaginite a trichomonas compte pour environ 10 % des infections vaginales [270-272].

j
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1.8.3. Diagnostic et traitement des infections
L’isolement de Streptococcus agalactiae (SGB), Escherichia coli K1, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae ou autres
bactéries d’origine intestinale ou oropharyngée.
La présence dans un prélevement vaginal chez la femme enceinte de ces bactéries en culture
monomicrobienne avec ou sans conservation de la flore lactobacillaire de Ddderlein
correspondrait plus a un portage qu’a une réelle participation a un processus infectieux local
de vaginite. Néanmoins, s’il existe une symptomatologie de vulvovaginite, une culture pure
d’une de ces bactéries avec disparition ou forte diminution de la flore normale du vagin et
absence de flore de vaginose peut expliquer I’inflammation observée et orienter un traitement
spéecifique. En dehors des situations a risque d’accouchement imminent (rupture prématurée
des membranes, menace d’accouchement prématuré, suspicion de chorioamniotite), il n’est
pas recommandé de traiter le portage asymptomatique vaginal de ces bactéries. En cas de
suspicion de chorioamniotite ou de menace d’accouchement prématuré, 1’antibiothérapie,
adaptée a I’antibiogramme réalisé sur ces bactéries, parait justifiée. La conduite a tenir devant
la rupture prématurée des membranes sera abordée dans un chapitre spécifique.
En ce qui concerne le SGB, le traitement a distance de 1’accouchement des femmes enceintes
porteuses asymptomatiques ne doit pas étre réalisé car il ne diminue pas le taux de portage a
I’accouchement (grade A) [261].

% LaVaginoses
Le meilleur moyen pour diagnostiquer la vaginose bactérienne est ’examen direct des
sécrétions vaginales par coloration de Gram. Les critéres d’interprétation des résultats sont
ceux de Spiegel, Nugent ou Thomasson (grade A).
Les recherches specifiques par culture de Gardnerella vaginalis et des mycoplasmes qui
participent avec les bactéries anaérobies au tableau de vaginose bactérienne ne sont pas
justifiées au cours de la grossesse (grade A) [261].
« Chez les femmes ayant un antécédent d’accouchement prématuré, le traitement de la
vaginose bactérienne par métronidazole diminue le taux de ruptures prématurées des
membranes et d’accouchements prématurés (grade A). Dans la population générale, ce
traitement n’a pas fait la preuve de son efficacité (grade A). » [261].
La méta-analyse de Guise ne montre pas de béneéfice a dépister toutes les femmes enceintes
pour la vaginose et les traite [273] . L’¢tude de Carey menée chez des femmes enceintes ayant
déja eu un accouchement prématuré montre que le traitement de la vaginose bactérienne ne

réduit pas le taux de prématurité ni celui des autres complications périnatales : incidence du
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travail spontané, des infections intra-amniotiques ou du post-partum, ni le taux d’admission
des nouveau-nés en unités de soins intensifs [274]. Toute vaginose bactérienne doit étre traitée
pendant la grossesse [261].

2. Streptococcus agalactiae chez I’adulte en dehors de la grossesse

2.1. Prévalence de la colonisation

Une colonisation a S. agalactiae peut étre observée a tous les ages de la vie. Le taux de
colonisation varie de 4 a 54% / 16 a 35 % [156;275-281] selon 1’age de la population étudiée,
les sites d’isolement et la méthode de culture utilisée [156]. Les sites d’isolement de S.
agalactiae sont principalement les voies génitales et la marge anale. Une colonisation est
également possible au niveau de la peau et de la gorge [156;275;278]. L’activité sexuelle
semble jouer un réle important dans la transmission de S. agalactiae [156;275;278], alors que
des contacts rapprochés sans relations sexuelles ne semblent pas associés a une augmentation
de la transmission [278].

La prévalence du portage recto-vaginal est d’environ 25% chez les jeunes adultes en bonne
santé hors grossesse et de 12% a 22% en fonction des études dans les populations plus agées.
Elle ne differe donc pas de facon significative de celle observée chez les femmes enceintes
(15% a 35%) (58,74). La répartition des sérotypes des souches de portage recto-vaginal est la
suivante: la (22,8%), Il (12,3%), V (47,3%), NT (12,3%). La prévalence du portage du
streptocoque du groupe B au niveau cutané est de 2% [156]. Quant a la prévalence du portage
pharyngé, elle est aussi de 2% chez les personnes agées [277] et parmi les souches retrouvée
au niveau de la gorge, on retrouve les profils alléliques suivants : ST-1, ST-8, ST-23 [156].

La prévalence est plus élevée chez les personnes actives sexuellement et celles qui ont de
multiples partenaires sexuels, suggérant une acquisition associée a des contacts intimes
[156;278;282]. Cette suggestion est affirmée par une étude montrant des souches identiques

pour les partenaires sexuels co-colonisés [279].

2.2. Incidence et émergence des infections

Chez I’adulte, les manifestations de I’infection a S. agalactiae sont: bactériémie sans point
d’appel (39 a 48%), infections de la peau et des tissus mous (22 a 25.5%), pneumopathie

(11 & 12.5%), ostéomyélite (9%), infections articulaires (7.8 a 9%) et plus rarement péritonite,
abces, endocardite, péricardite, meningite et fasciite nécrosante [3;120].
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L’incidence des infections chez 1’adulte augmente réguliérement. Compte tenu de la baisse
des infections néonatales, plus des deux tiers des infections a S. agalactiae aux Etats-Unis
sont diagnostiquées chez 1’adulte, le plus souvent en dehors de la grossesse [283].
Aux Etats-Unis, I’incidence est passée de 2,4 cas pour 100.000 personnes en 1982 a 7,3 cas
pour 100.000 personnes en 2007 [3;120;283].
En Europe, elle est passée de moins de 0,5 pour 100.000 habitants en 1988 a 3,1 pour 100.000
habitants en 2006 [160;284].
Au Japon, une ¢étude récente a montré que les infections chez 1’adulte en dehors de la
grossesse representent pres de 90 % des infections a S. agalactiae entre 1998 et 2007 dans un
centre hospitalier [285].
Mais, d’apres les différentes études, l'incidence des infections invasives a streptocoque du
groupe B chez I’adulte varie de 3 a plus de 20 pour 100.000 personnes, en fonction de l'age,
du sexe, de la santé du patient et de la localisation de 1’infection [286].
Le diabéte (44%) est le facteur de risque principal. Les maladies cardiovasculaires (21%),
I’obésité (16.8%), les néoplasies (14.8%), l’insuffisance rénale (13.2%), le tabagisme
(12.5%), I’'insuffisance respiratoire, les maladies neurologiques, I’immunodépression, les
maladies hépatiques et 1’alcoolisme sont d’autres facteurs de risque décrits [3].
Les infections invasives de 1’adulte sont le plus souvent extrahospitaliéres (communautaires),
plus rarement d’origine nosocomiale (entre 6 et 52 % selon les études) [50].
» Les infections nosocomiales représentent, selon les études entre 6% et 52% des
infections a streptocoque du groupe B [50]. Parmi les infections nosocomiales, 45%
des patients avaient subi un geste invasif (chirurgie, cystoscopie, ou biopsie), 18%
avaient des cathéters centraux et 9% des cathéters urinaires [287].

2.3. Démographie et taux de mortalité

L’incidence des infections invasives a streptocoque du groupe B est particulierement €levée
chez les personnes ageées de plus de 65 ans [3;120]. En effet, ’age moyen des patients varie
de 59 a 63 ans en fonction des études [283;288-291] et les bactériémies surviennent dans 84,8
% des cas chez le sujet de plus de 50 ans. Cette bactérie est donc bien un pathogene

opportuniste pour les sujets les plus fragiles [292].

2.4. Sérotype capsulaire dans les infections invasives chez I’adulte
Chez I’adulte, prés de 70 % des infections a S. agalactiae aux Etats-Unis et au Canada, sont
associees a des souches de sérotypes la, 111, et V [3;120;147;283;287;293]. Le sérotype VI a
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une importance notable en Asie [294]. En France pendant la période 2007-2010, les sérotypes
I11, V et la représentaient 71,8% des cas [294]. Les trois sérotypes la, Ill, et VV prédominent
aussi parmi les souches isolées de colonisation asymptomatique [156;277].

2.5. Conditions prédisposantes et facteurs de risque des infections chez I’adulte

Bien que I'infection a streptocoque du groupe B puisse survenir chez des adultes en bonne
santé, la majorité des cas survient chez les patients qui ont d'importantes pathologies
sousjacentes [50;295]. La fréquence des pathologies sous-jacentes est de 69,2% a 92%
[41;50]. Parmi les plus fréquemment rencontrées, on retrouve :

- le diabete (15 a 60 % des patients selon les études) plus particulierement chez ceux
présentant une insuffisance vasculaire périphérique,

- le cancer (7 a 23 %) avec comme origine fréquemment retrouvée, les seins, la peau, une
origine hématologique,

- les hépatopathies dont la cirrhose et 1’éthylisme chronique (7 a 19%),

- Pinsuffisance rénale chronique et les uropathies (20,3%),

- les maladies cardiovasculaires (11,3%),

- les maladies respiratoires chroniques (6%),

- un traitement immunosuppresseur (4%) dont corticostéroides,

- les maladies neurologiques.

On retrouve aussi dans le contexte clinique un antécédent de chirurgie (12 a 17 %) ou une
notion de décubitus ou d’hospitalisation de longue durée [277;284;289]. La neutropénie est
aussi évoquée dans certaines publications [295].

En résumé, les adultes a risque de contracter une infection grave a streptocoque du groupe B
semblent étre les adultes ayant un déficit immunitaire [120;286]. Les personnes agées
représentent plus de 40% des personnes atteintes par des infections invasives a streptocoques
du groupe B probablement en raison de l'augmentation des pathologies sous-jacentes

associees avec I'age [289].

2.6. Les manifestations cliniques

Les principales formes cliniques des infections invasives de 1’adulte en dehors de la grossesse
d’aprés [41;50] sont les suivantes: des infections de la peau et des tissus mous (13% a 42%):
abces, cellulites, fasciites, infections de plaies ou d’ulcéres, des infections ostéo-articulaires
(7% a 22%) : arthrites, bursites, ostéomyélites, spondylarthrites, infections sur prothése

articulaire, des infections pulmonaires (3 a 13%), surviennent genéralement chez des patients
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plus agés ou des adultes souffrant d’un dysfonctionnement du systéme nerveux central ou de
pathologie ORL locale.

La pneumonie est souvent associée aux soins, le taux de mortalité est élevé et 1’isolement
concomitant d'un autre organisme, en particulier Staphylococcus aureus, est fréquent, des
bactériémies sans point d’appel infectieux (8 a 43%), des infections des voies urinaires (8 a
33%), des péritonites (3 & 10%), des méningites (2 a 9%),des endocardites (4 a 10%) et
d’autres infections : péricardites, myocardites, endophtalmies, infections sur cathéters

intraveineux.

2.7. Les infections récurrentes

Environ 5 % des adultes infectés par S. agalactiae en dehors de la grossesse, présentent au
moins un deuxieme épisode [281;296]. Dans plus d’un tiers des cas, les patients présentent
des infections profondes telles une endocardite ou une ostéomyélite vraisemblablement
présentes mais non diagnostiquées au cours du premier épisode [283].

Le portage gastro-intestinal ou génito-urinaire d'une souche particuliére de S. agalactiae, a
laguelle I'n6te est sensible (une souche virulente, ou un héte immunodéficient, ou les deux),
peut constituer un réservoir pour I’infection invasive récurrente [281;297]. L'acquisition
répétée de la souche par contact intime avec un porteur de S. agalactiae doit aussi étre

envisagée [50].

2.9. Les infections polymicrobiennes

Dans prés d'un tiers des cas d’infections, et notamment pour les infections de la peau et des
tissus mous et les bactériémies, S. agalactiae est associé a d’autres germes [3;285;294;298-
305]. Staphylococcus aureus est souvent en cause, moins fréquemment Streptococcus
pyogenes, Streptococcus milleri, Streptococcus mitis, Streptococcus oralis, Enterococcus
faecalis, Acinetobacter baumannii, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli, Haemophilus influenzae, ainsi que des staphylocoques a

coagulase négative, et des Entérobactéries.
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Partie 2: Matériel et Méthodes

1. Cadre et objectifs de I’étude

Ce travail présente une étude prospective, portant sur 93 souches de Streptococcus
agalactiae, encore appelés streptocoque du groupe B (SGB). Quarante—quatre souches isolées
aupres des femmes enceintes au cours des trois trimestres de la grossesse dans des cabinets de
gynécologues a la ville de Guelma, Algérie et quarante-neuf souches collectés dans le
laboratoire de Microbiologie de 1’Hépital de la Timone de Marseille, France a partir de

différents échantillons.

Compte tenu de la place grandissante de S. agalactiae comme agent étiologique de
pathologies infecticuses de la femme enceinte et 1’adulte [3], les connaissances concernant la
nature des souches impliquées dans ces infections est actuellement parcellaire. Contrairement
a de nombreuse région du monde, il existe peu d’informations documentées sur le marquage
épidémiologique menées sur S. agalactiae, la caractérisation moléculaire des genes de
résistance aux antibiotiques, sérotypes et génotypes (Séquences Types; STs) et la relation
clonale des souches de S. agalactiae isolées en Algérie et particulierement & Guelma. C’est la

raison pour laquelle nous avons effectué ce travail.

Dans le but d’évaluer la situation du probléme posé par le SGB dans notre région, nous
avons exploré de maniere prospective le degré de colonisation chez 494 femmes enceintes par
cette bactérie et essayé de dégager les éventuels facteurs de risques associés a ce portage ainsi
que les principaux caractéristiques des souches isolées. Le dépistage des femmes enceintes

colonisées par le SGB est donc une étape clé dans la prévention des infections néonatales.

Par le présent travail, nous avons parallelement caractérisé en comparant des souches de S.
agalactiae isolées de différents prélevements (prélevement vaginal, d’urine et d’hémoculture)
au niveau du laboratoire de Microbiologie de 1’ Hopital de la Timone (Marseille, France) avec

celles isolées a Guelma, Algérie.

Pour cela nous avons identifies les souches isolées par la spectrométrie de masse MALDI-
TOF MS (Microflex), étudier la sensibilité aux antibiotiques des isolats par des techniques
phénotypiques puis la détermination moléculaire des génes de résistance et leur séquengage.

Les séquences obtenues sont analysées par le logiciel « Codon Code Aligner » et soumises via
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Internet, a 1’aide du logiciel Blast (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) et la base de

données ARG-ANNOT, pour comparaison avec les sequences homologues, contenues dans la

bangue informatique internationale dénommee <«<GenBank>>.

Durant notre étude, deux aspects nous ont apparu intéressants a étudier et a analyser. Le
premier étant la caractérisation des souches de SGB par typage moléculaire et le second étant
le génotypage par Multi Locus Sequence Typing (MLST) des souches étudiées disponible sur
le site (http://pubmlst.org/sagalactiae/).

Les examens bactériologiques ont été réalisés au niveau du laboratoire central de
microbiologie de I’Hbpital IBN ZOHR de Guelma. Les techniques de Biologie Moléculaire
ont ét¢ menées en partenariat avec 1’Unité de recherche sur les maladies infectieuses et
tropicales émergentes, UMR CNRS-6236, IRD189, IFR48, Faculté de Médecine et de

pharmacie, Aix-Marseille-Université, Marseille, France.

2. Souches bactériennes

Quatre-vingt-treize souches de S. agalactiae ont été prévues dans cette étude, dont 44 ont été
recueillies entre Janvier 2011 et Février 2012 aupres des femmes enceintes dans deux cabinets
de gynécologues a Guelma, Algérie et 49 souches de SGB collectés d'Octobre 2013 jusqu’a
Janvier 2014, au laboratoire de Microbiologie de 1’Hopital de la Timone de Marseille, France
a partir de différents échantillons (prélevements vaginaux «n=30», d’urine «n=10» et
d’hémoculture «n=9»). La conservation des souches a été réalisée en milieu cryo-billes (réf.
AEB400100, AES Laboratoire, Combourg, France) a -80°C.

3. Analyse préliminaire

3.1. Recueil des données et dépistage (Guelma. Algérie)

Le dépistage du SGB a été realisé de maniere prospective chez 494 femmes enceintes en
consultation prénatale durant les trois trimestres de la grossesse, indépendamment du motif de
consultation et de 1’age de la grossesse, y compris celles qui sont en travail. Les femmes qui
ont refusé le prélévement n’ont pas été incluses dans le travail.

Les données cliniques concernant ces femmes sont collectées pour 1’ensemble des patientes
en utilisant des fiches de recueil standardisees (Tab. 3), remplies a 1’aide d’un interrogatoire

des patientes.
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3.1.1. Fiche de prélévement
La fiche de recueil portait sur:

Les caractéristiques sociodémographiques: &ge, niveau socio-économique (incluant le
niveau d’étude et les revenus financiers), parité, age gestationnel,
- Les antécédents gynéco-obstétricaux: antécédents d’interruption volontaire de grossesse,
fausse couche spontanée, grossesse extra-utérine, mort feetale in utero, menace
d’accouchement prématuré.
- Les événements intervenus lors de la grossesse actuelle: grossesse unique ou multiple,
diabete gestationnel, I'nypertension artérielle (HTA), anémie ou autre.
- Infections uro-génitales au cours de la grossesse.

> Les critéres d’exclusion;
. Femme enceinte sous antibiotique (dans le dernier mois avant le dépistage.) ou autres
traitement au cours de la grossesse.

. Femme enceinte qui refuse volontairement de participer a I'étude.

Tableau 3: Fiche d’évaluation du portage de streptocoque du groupe B

Fiche D’évaluation Du Portage De Streptocoque Du Groupe B

Numéro: .....cooevvveinnnnnn. Date: ...... /i, /..
NOM o Age:.........
Niveau socio-économique :
Niveau d’étude : Primaire ¢ Secondaire ¢ Supérieur ¢
Les revenus financiers (une fourchette salariale) < 15000DA > et >30000DA
Gestité : ......... Parité: ......... Profession : ................oolll
Poids : ............ Taille: ............
Antécédents:
Diabéte/autre ¢ Interruption volontaire de grossesse ¢
Fausse couche spontanée ¢ Menace d’accouchement prématuré ¢
Grossesse extra-utérine ¢ Mort foetale in utéro ¢
Pyélonéphrite aigue gravidique ¢ Portage de streptocoque B ¢
Mort per-partum ¢ Mort néonatale ¢
Tabagisme ¢

Parametres De La Grossesse Actuelle :

Age Gestationnel : ..........................

Grossesse gémellaire ¢

Diabete gestationnel ¢ : Equilibré : Oui ¢ Non ¢

Menace d’accouchement prématuré 0 a ............. SA

J
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3.1.2. Démarche du diagnostic;

Toutes patientes prélevées ont obéi aux conditions suivantes:

- Absence de toute toilette intime, tout traitement local (creme, ovules, savons, gel) ainsi que
tout rapport sexuel dans les 24heures précédant I’examen,

- Le prélevement est effectué généralement avant la premiere miction matinale,

- Le prélévement est réalisé avant ou a distance de tout traitement antibiotique,

- Pas de prélevement pendant la période menstruelle car la flore est modifiée et souvent
polymorphe.

Apres admission et recueil des renseignements cliniques, la patiente est installée sur le lit

d’examen gynécologique.

3.2. Prélevements

Le prélevement a été réalisé en chargeant deux écouvillons stériles (CITOSWAB) au niveau
du tiers inférieur du vagin (sans atteindre le cul de sac vaginal) [261]. Les écouvillons utilisés
sont dotés d’un milieu de transport (Portagerm BioMérieux, France).

Les échantillons prélevés ont été acheminés au laboratoire de microbiologie dans un délai
maximum de trois heures afin d’éviter leur desséchement. Ensuite les écouvillons destinés a la
recherche de SGB sont placés dans un milieu d’enrichissement sélectif Todd Hewitt

(Biomérieux, France) et incubé a 37°C pendant 24h.

L'échantillon recueilli est soumis rapidement aux analyses. Le 1* écouvillon est destiné pour
diagnostiquer une mycose, une vaginose a Gardnerella vaginalis et/ou la recherche d’une
vaginite a Trichomonas vaginalis. Le second a pour but de rechercher les streptocoques de

group B.

3.2.1. Technique d'analyse de laboratoire
Toutes les manipulations sont realisées selon « Les techniques bactériologiques classiques ».
- Macroscopie : Les ecouvillons recus étaient soit purulents, hématiques ou inchangés.
- Microscopie
» Examen direct avant culture
Il integre I'état frais et la coloration de Gram
- Etat frais
Il est réalisé entre lame et lamelle (Objectif 40) sur des leucorrhées a partir du spéculum de

prélevement. Nous avons apprécié la morphologie des bactéries, leur mobilité, la présence
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éventuelle d'un parasite et leur mobilité (Trichomonas), des levures et I'appréciation de la
cytologie.

- Coloration de Gram
La coloration de Gram a été realisée pour départager les bactéries en Gram positif (coloration
violette) et Gram négatif (coloration rose), apprécier leur morphologie (cocci ou bacille ou
levure);
Cet examen nous a permis aussi de distinguer les différents éléments de la flore vaginale,
cellules épithéliales colonisées par des coccobacilles qui prennent mal la coloration de Gram
«clue cells». La présence des clue cells oriente vers Gardnerella vaginalis qui sera ensuite
confirmé par le test a la potasse.
Cet examen donne des renseignements sur 1’affinité tinctoriale des différents éléments.

- La cytologie a permis de noter la présence ou I’absence des cellules épithéliales,

hématies, leucocytes voire autres cellules.

Remarque: La coloration de Gram a été faite aprés I'ensemencement pour éviter la

contamination de notre produit d'analyse.

» Mise en Culture
Les écouvillons sont ensemencés sur une gélose au sang de mouton, Sabouraud
Chloramphénicol, Gélose nutritive (GN) et une gélose chocolat (Oxoid, France).
Les boites de GN et Sabouraud Chloramphénicol sont incubées a I'étuve a 37°C pendant 18 a
48h. La geélose au sang et la gélose chocolat sont d'abord mises dans une jarre en atmospheére
enrichi de 5 a 10% de CO et ensuite incubées a I'étuve a 37°C pendant 18 a 48h.
Aprés une incubation les germes ayant cultivé sur les milieux sont identifiés par leurs

caracteres morphologiques, biochimiques et antigéniques.

3.3. Diagnostic des infections

3.3.1. Vaginoses bactériennes (VB)

Aujourd’hui le diagnostic repose toujours sur des critéres cliniques: critéres d’Amsel, ainsi
gue microscopiques: score de Nugent.

Au laboratoire le diagnostic de VB a été évaluer par la méthode de Nugent [306] décrit dans
le tableau 4. Ce diagnostic sera quasi certain si trois criteres sont présents:

- leucorrheées grisatres malodorantes.
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- test positif a la potasse ou «Sniff test» (1l consiste a ajouter sur le prélevement étalé sur lame
une godtte de potasse a 10 %).

- pH des sécrétions vaginales > 4,5; a I’aide d’un papier pH spécial.

- présence d’un aspect de " clue cells " a I’examen direct des leucorrhées au microscope.

- Flore de vaginose: disparition des lactobacilles et prolifération des autres morphotypes

(Score de Nugent > 7).

Tableau 4: Evaluation du score de Nugent de la flore vaginale.

Quantité par champs > > 30 6a30 1a5 <1 0
(immersion de I'objectif
100) >
Morphotype 0 1 2 3 4

lactobacilles (L): - . . . r
Bacilles a Gram + a
bords paralléles
Morphotype Gardnerella 4 3 2 1 0
et anaérobies (G): - . . . r
Bacilles a Gram
variable, corynéformes,
polymorphes
Morphotype Mobiluncus 2 2 1 1 0
(M): - - - r -
Bacilles incurvés a
Gram variable (coup
d'ongle)

» Interprétation du score de Nugent:

En explorant par examen direct microscopique, aprés coloration de Gram des sécrétions
vaginales prélevées au niveau du cul-de-sac postérieur ou latéral du vagin on peut établir le
score de Nugent qui divise la flore vaginale en trois groupes:

» Groupe 1 (score comprise entre 0 et 3): flore normale, a prédominance de
lactobacilles, parfois elle est associées a d’autres morphotypes bactériens mais
présents en petite quantite.

» Groupe 2 (score comprise entre 4 et 6): flore intermédiaire, avec des lactobacilles peu
abondants et associées a d'autres morphotypes bactériens peu différenciés en petite
quantité. Il s’agit d’une flore vaginale altérée, mais elle n’est pas en faveur d’une
vaginose bactérienne.

» Groupe 3 (score compris entre 7 et 10): flore évocatrice d'une vaginose bactérienne.

Les lactobacilles ont disparu, au profit d'une flore anaérobie abondante et polymorphe.
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Cette exploration microscopique est actuellement plus sensible et spécifique que le diagnostic

clinique des vaginoses bactériennes [307].

3.3.2. Vaginite
Inflammation vaginale d'origine bactérienne, parasitaire, mycosique ou virale. L'examen
direct a I'état frais permet de retrouver : Trichomonas vaginalis (Une godtte des sécrétions est
mélangée a une godtte de sérum physiologique préchauffé a 37°C).
Le frottis coloré par coloration de Gram ou au bleu de méthyléne retrouve des polynucléaires
plus ou moins altérés. Le diagnostic positif est apporté par la culture avec mise en évidence
d'une flore prédominante soit a germes banaux, soit a Candida albicans.
Pour identifier le genre Candida albicans, Nous avons utilisés la technique de filamentation
dans le sérum.

» Technique
Quelques colonies ont été prélevées et mises dans un tube contenant 0.5 ml de sérum humain.
Le mélange est incubé & 37°C pendant 3 heures. La lecture a été faite entre lame et lamelle a
I'objectif 40X.

» Résultat
La présence d'un tube germinatif ou filamentation indique la présence de C. albicans
et I'absence de filamentation signe la présence de Candida spp.

L’interprétation des données sont mentionné sur une fiche de résultats (Tab. 5).
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Tableau 5: Fiche de résultats.

FICHE DE RESULTAT « PRELEVEMT VAGINAL »

Date de prélévement............... Maladies assocCiées.......c.oeuvevnennnn.
Parametres Microbiologiques :
Examen direct :

Résultats :

V' LBUCOCYEES & ..ooveeeeceeev vttt ettt eet ettt et et et e e e e s s s s s e
LLBVUIES! ..ottt ettt ettt et st ettt st et sb s b et eb sttt s ens et aba s ens s
ClIUB CRIIES & et s ettt et s s st et e
Flore de DOUEITEIN & . ...t et ettt ettt e et e

Cellules PhELhEIIAIES :.........cooieeieee et et

NN

CUIUIE & ettt ettt ee et e ee e eee et eeeeee e ee e eeeeeeen s sesaeaaeaen e

3.4. Analyse des données

Le taux de portage chez la femme enceinte est calculé en rapportant le nombre de cas de
colonisation par SGB chez les femmes enceintes durant la durée d’étude au nombre total des
patientes.

Les données recueillies ont été saisies dans Microsoft Office Excel 2010 et analysées par le

logiciel informatique Epi-info (http://www.openepi.com/Menu/OE_Menu.htm). Les résultats

ont été présentés en pourcentages, tableaux et figures.
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4. Analyse secondaire

4.1. Caractérisation des souches de S. agalactiae

4.1.1. Isolement et identification

Au laboratoire, chaque écouvillon a été déchargé dans un bouillon d’enrichissement sélectif
Todd-Hewitt (Bio-Mérieux. France) contenant I’acide Nalidixique (15 ug /ml) et la colistine
(10 pg/ml) puis incubés a 37°C pendant 24 heures (pour faciliter I'isolement des
Streptocoques du groupe B des prélevements polymicrobiens).

Les souches ont été mises en culture sur gélose Columbia au sang de mouton (Bio-Mérieux,
France) et incubées en atmosphere enrichie en CO, a 37°C pendant 18 a 24 heures.
Parallélement, des CHROM agar™ StrepB (Bio-Rad, France) ont été ensemencées et
incubées en aérobie a 37°C pendant 24 heures.

L'identification a été réalisée sur la base des criteres suivants: hémolyse (béta) sur gélose
au sang, colonies roses opaques sur le CHROMagar ™ StrepB, Cocci & Gram positif en
longue chainette dont la réaction catalase est négative, identification biochimique par la
galerie rapide API 20-Strep (BioMérieux, Meylan, France), Camp Test et le sérogroupage de
Lancefield par agglutination avec le I’antisérum anti-B (Slidex Strepto-Kit, BioMeérieux,
France). En cas d’agglutination positive, le diagnostic de SGB a été retenu. Finalement, re-

identification des souches par la spectrométrie de masse MALDI-TOF MS (Microflex).

a. API 20-Strep: est un systeme standardisé associant 20 tests biochimiques qui présentent un
grand pouvoir discriminant (Tab. 6). Il permet de faire un diagnostic de groupe ou d'espéce
pour la plupart des streptocoques, entérocoques et pour les germes apparentés les plus

courants.

Tableau 6: Traduction des profils numériques de Streptococcus agalactiae en caracteres

biochimique.
AP 20 Strep VP HIP ESC PYRA AGAL BGUR BGAL PAL LAP ADH
SGB 100 99 1 1 4 79 1 96 99 99

RIB ARA MAN SOR LAC TRE INU RAF AMD GLYG HEM

98 0 1 1 50 87 0 1 35 4 75

% de réactions positives apres 4/24 h a 36°C £ 2°C
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b. Sérogroupage de Lancefield (Slidex Strepto-Kit, BioMérieux, France).
Le PASTOREX ™ STREP est un test d'agglutination rapide permettant une détermination du
groupe des streptocoques selon la classification de Lancefield. Il comporte des suspensions de
latex permettant d'identifier les groupes A, B, C, D, F et G.
L'identification des antigenes spécifiques de groupe par des antisérums homologues nécessite
une extraction préalable. PASTOREX™ STREP utilise une méthode simple d'extraction
enzymatique. L'antigéne présent dans I'extrait obtenu est identifié a l'aide de particules de
latex recouvertes des anticorps spécifiques de groupe. Ces particules s'agglutinent fortement
en présence de l'antigéne homologue alors qu’elles restent en suspension homogene en
I'absence de celui-ci.

» Préparation des extraits
- 5a 10 colonies des SGB ont été prélevées et mises dans un tube a hémolyse contenant 300ul
de solution d'extraction enzymatique ;
- Le mélange est incubé a 37°C pendant 15 minutes en I'agitant toutes les 5 minutes.

» ldentification
- chaque flacon est agité pour remettre en suspension les particules de latex ;
- une godtte de chaque latex est dépose dans les cercles de la carte d'agglutination.
- A l'aide d'une pipette, une godtte d'extrait a été déposée dans chacun de ces cercles ;
- le contenu de chaque cercle est homogénéisé a l'aide d'un batonnet que nous avons changé
pour chaque réaction ;
- la carte est agitée selon un mouvement orbital pendant une minute maximum et le résultat
est observé a I'ceil nu.

» Résultat
La formation des agglutinats rouge sur fond vert au niveau de I'un des cercles signe un résultat
positif. L'absence d'agglutination avec l'un des réactifs déposé dans les cercles est
noté Streptocoque non groupable.
Les souches ayant agglutinées avec le réactif B sont soumis a une épreuve de CAMP test.

» Contr6le qualité du test
- Controle des suspensions de latex
L'immunoréactivité des réactifs peut étre contrdlée a I'aide du témoin antigene positif, qui doit
entrainer une agglutination franche de chaque suspension de latex en moins d'une minute.

- Controle de I'enzyme
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L'activité de la solution enzymatique peut étre contr6lée a l'aide d'une souche de groupe
connu. L'extrait antigénique de cette souche devra entrainer une agglutination franche de la
suspension de latex homologue.
- Controle de spécificité
La spécificité des réactifs peut étre contrdlée par l'absence d'agglutination de [I'extrait
enzymatique avec chaque suspension de latex.
c. CAMP Test
Le Camp-test contribue a I'identification des Streptococcus agalactiae et des Listeria. Il est le
seul Streptococcus béta-hemolytique qui donne un test de CAMP positif. 1l doit son nom aux
initiales des chercheurs qui ont mis au point la technique: Christie-Atkins-Munch-Pertersen
[45].

» Principe
Les streptocoques de group B donnent habituellement sur gélose au sang, des colonies
entourées d'une zone étroite d'hémolyse a bords flous. Cette hémolyse est, seulement pour les
hématies de mouton, exaltée par la présence d'une toxine staphylococcique.
CAMP-test est effectué pour détecter la production par le groupe B mais pas dautres
streptocoques, d'une protéine extracellulaire diffusible (facteur CAMP) qui agit en synergie
avec la B-lysine produite par Staphylococcus aureus pour provoquer une meilleure lyse des
globules rouges sur une gélose au sang [45].
On observe le méme phénomene pour Listeria testée avec Staphylococcus aureus et
Rhodococcus equi, pour Listeria monocytogenes, seulement avec Rhodococcus equi.

» Technique
- Faire une strie de Staphylococcus aureus (ATCC 7625) productrice de toxine
staphylococcique qui traverse la boite en allant par le centre sur une gélose au sang de
mouton,
- La souche du Streptocoque B a tester est ensemencée selon une strie perpendiculaire a
I'ensemencement du Staphylococcus aureus et qui s'arréte a 2 mm de celle-ci,
- Incuber 24h en aérobiose,

» Lecture
Un Camp-test positif se traduit par lI'observation d'un croissant indiqué par une zone en forme

d’arrowhead- shaped de béta-hémolyse a la jonction des deux organismes (Fig. 16).
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Figure 16: Motif stries pour le test de CAMP [45].

d. La spectrométrie de masse MALDI-TOF MS (Microflex)
Le MALDI-TOF est un spectrometre de masse, couplant une source d'ionisation laser assistée
par une matrice (MALDI= Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation) et un analyseur a
temps de vol (TOF= Time-Of-Flight mass spectrometry) [308]. La principale fonction de la
spectrométrie de masse MALDI TOF (Microflex, Bruker Daltonics, Bremen, Germany), en
microbiologie clinique, est I’identification des microorganismes par 1’analyse de leurs
protéines totales. La spectrométrie de masse combinée a une désorption- ionisation laser
assistée par une matrice, d’une bactérie isolée, permet de réaliser cette identification en
quelques minutes et avec une haute précision [308].
Le protocole appliqué pour identifier les souches bactériennes, au niveau du laboratoire de
I’"URMITE est le suivant:

> Nettoyage de la plaque cible:

% Matériel
-Hotte chimique
-Pipette réglable
-Eprouvette graduée
-Papier de précision (type Kim Wipes)
-Ethanol 70%
-Trifluoracetic acid TFA 80%
-Eau HPLC

% Méthode
Le nettoyage de la plaque consiste a rincer la plaque avec de I’eau chaude, et a verser de

I’éthanol a 70% que 1’on frotte avec du papier. Ensuite, on plonge la cible dans I’éthanol




Matériel et MéHrod

pendant 15 min, puis on la frotte avec 500ul de TFA (Acide TriFlurocetique) a 80% et enfin

on la rince avec de 1’eau utilisée pour I’HPLC et on la laisse sécher a 1I’air libre.

» Préparation de la matrice:
La matrice permet de minimiser la dégradation de 1’échantillon provoquée par I’absorption de
I’énergie des faisceaux laser incident.
% Matériel
-Hotte chimique
-Bain a ultrasons
-Centrifugeuse
-Réactifs: Alpha-cyano-a-hydroxy-cinnamic acid (HCCA), Acétonitrile, TFA a 10%.
% Méthode
Dans cette étude, nous avons utilisé, sous une hotte chimique, un protocole de préparation de
la matrice. Dans un tube a Eppendorf, on dispose les éléments suivants en respectant la
procedure suivante :
- 2 spatules d’alpha- cyano- 4 hydrocinnamic acide
- 500 pl d’acetonitril HPLC
- 250 pl de TFA a 10% (acide trifluorocetique)
- 250 pl d’eau HPLC
- Soniquer pendant 10 minutes dans un Bain a ultrasons
- Centrifuger 5 minutes a 13000 RPM
- Transférer le surnageant dans un tube a Eppendorf propre.
Ainsi la matrice préte a étre utilisée.

» Préparation du Témoin Positif (T+)
% Matériel
-Hotte chimique
-Poste de sécurité microbiologique (PSM)
-Pipette réglable
-Eppendorf
% Méthode
-Préparer 1mL de « solution stock » : 475ulL d’eau HPLC + 25uLlL d’Acide Trifluororacétique
(TFA) + 500uL d’Acétonitrile HPLC.

-Mélanger la solution stock.
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-Ajouter 500uL de cette « solution stock » dans un tube de Bacterial Test Standard (#255343,
Bruker).

-Fermer les tubes et mélanger. Laisser reposer 5 minutes.

-Le BTS est prét a ’emploi et peut étre conservé en aliquots de 10 pL pendant 6 mois a -
20°C.

Remarque: le témoin négatif est la matrice seul (1.5uL de matrice).

> Préparation des échantillons pour I’analyse spectrométrique (Fig. 17):

% Matériel
-Poste de sécurité microbiologique (PSM)
-Cone fin
-Cible (Plaqgue métallique)
-Matrice

% Meéthode
- Sous un PSM (poste de sécurité microbiologique), on préleve les bactéries a identifier, a
partir d’une culture bactérienne de 24 heures, pour les déposer sous forme d’un fin frottis
d’environ 5 mm?, sur les spots de la plague métallique servant de cible aux tris du laser. Pour
chaque souche, on fait 4 spots pour réduire le risque d’erreur.
- Déposer les échantillons dans la zone appropriée de fagcon la plus homogene possible et de
facon a obtenir une fine couche sur la cible (support métallique en acier inoxydable avec 96
puits a I’aide d’une pointe de cone).
- On dépose 1.5 pl de matrice sur chaque spot.

- On laisse sécher sous la hotte pendant 15 minutes pour permettre sa co-cristallisation avec

I’échantillon bactérien.

» Insertion de la cible et lancement du MALDI TOF (Fig. 17)
- La cible était ensuite introduite dans 1’appareillage (Microflex, Bruker Daltonics, Bremen,
Germany) et exposée sous-vide, aux tris du laser.
- Remplir la fiche du logiciel MALDI Biotyper Automation Control.

- Lancer le spectrométre de masse: Microflex (Fig. 18).

E



Code couleur:
Croissant de gauche =
résultat d’acquisition.
Croissant de droite =
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Figure 17: Insertion de la cible MALDI et interprétation des résultats.
a- Insertion de la cible et lancement du MALDI TOF. b- Code couleur des analyses et
identifications Biotyper.

> Interprétation des résultats de I’analyse spectrométrique:

% Validation des résultats d’identification Biotyper :
Les résultats d’une cible sont exploitables seulement si les témoins T+ et T- sont valides :
- T+ doit correspondre a Escherichia Coli avec un score > 1.9,
- T- doit correspondre a un score sans identification < 1.7.
Les résultats d’identification des bactéries sont donnés, sous Biotyper RTC, par un score entre

0as.

Score 0-1.7 19-3
Couleur Rouge Vert
Identification bactérienne | Aucune bactérien Espéce bactérienne

- Le MALDI TOF identifie les micro-organismes en utilisant le logiciel Biotyper 2.0. La
spectrométrie de masse permet de mesurer une unique empreinte moléculaire d’un organisme,
plus précisément, le logiciel Biotyper MALDI mesure les protéines trés abondantes qui se
trouvent dans tous les micro-organismes. Les motifs caractéristiques de ces protéines tres
abondantes sont utilisés pour identifier d’'une maniére fiable et précise un micro-organisme
particulier, en faisant correspondre le modéle respectif a une base de données étendue,
ouverte, pour déterminer 1’identité du micro-organisme jusqu’au niveau d’espece.

L’identification est correcte lorsque la valeur du score identifiée par la MALDI TOF est >1.9

[308]. L’acquisition des spectres se lance automatiquement avec le logiciel FlexControl.
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Figure 18: Protocole de la spectrométrie de masse MALDI-TOF MS.

4.1.2. Biomarquage

- Parallelement, nous avons utilisé le MALDI-TOF MS comme un outil de biomarquage des
souches de SGB pour reconnaitre les clones de virulence ST-1 et ST-17 a I'étape de

I'identification des espéces comme décrit par Lartigue at al., [23] (Fig. 19). Les logiciels Flex

Analysis et Excel sont utilisées pour I’extraction et 1’analyse des pics (Annexe 1).

-----

%
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Figure 19: Pics discriminants des souches de SGB analysés par MALDI-TOF MS [23].

(m/z) : Le rapport masse (Da) sur charge (U.arb.).
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Les intensités absolues des ions (en U.arb, Unités arbitraires) sont représentés sur lI'axe des vy,
et les masses de I’ion (Da) sont indiqués sur I'axe x. La valeur m/z représente rapport masse
sur charge. Cette valeur correspond a la masse moléculaire de la protéine & une seule charge
positive. A-Pic qui distinguent les souches ST-1 des quatre autres grandes souches de (ST-8,
ST-17, ST-19 et ST-23) dans I’intervalle de 6200 a 7000 Da. Fleches vers le haut montrent un
pic de masse a 6250 Da (a) et pas de pic de masse a 6888 Da (b), I'identification du clone ST-
1. B-Pic qui distinguent les souches ST-17 des quatre autres grandes souches de (ST-1, ST-8,
ST-19, et ST-23) dans I’intervalle de 7100 a 7900 Da. Fleche vers le bas montre le pic de

masse a 7625 Da (c), l'identification des souches ST-17.

4.2. Détermination de la sensibilité aux antibiotiques (Antibiotype)

La sensibilité aux antibiotiques de nos isolats a été évaluée en utilisant la méthode de
diffusion de disques sur gélose Muller-Hinton additionné de 5% de sang (Bio-Mérieux,
France), conformément aux recommandations du Comité de I’Antibiogramme de la Société
Francaise de Microbiologie (CA-SFM) [309]. Les géloses ont été ensemencées a I’aide d’un
¢couvillon a partir d’une suspension de germes a 0.5 Mac Farland (une densité optique égale
0.2 a 650 nm) diluée au 1/10 de facon a obtenir une concentration finale de 107 UFC/ml,
conformément aux recommandations de la CA-SFM.

Des disques d’antibiotiques ont ét¢ déposés a la surface des géloses, a 1’aide d’un distributeur
automatique. Les antibiotiques testés sont les suivants: L’oxacilline, la céftriaxone, la
pénicilline G, I’amoxicilline, ’ampicilline, la vancomycine, la gentamicine, I'érythromycine,
la tétracycline, la clindamycine, la rifampicine et la pristinamycine (Oxoid, France). Les
boites ont été mises a incuber pendant 18 a 24 heures a 37 °C.

A I’aide d’un pied a coulisse, les différents diamétres des zones d’inhibition obtenus autour
des disques d’antibiotiques sont mesurés par deux fois. L’interprétation en Sensible (S)
Intermédiaire () ou Résistante (R) est effectuée selon les critéres définis par le CA-SFM
[309].

Pour les souches résistantes aux macrolides, les phénotypes de résistance ont été caractérises
par la méthode de diffusion du double disque (D test) avec des disques papier
d’érythromycine (15 pg) et de clindamycine (2 pg) placés a 18-20 mm I’un de I’autre a la
surface d’une gélose de Muller Hinton enrichi de 5% de sang de mouton. Apres une nuit
d’incubation & 35°C en aérobiose, les zones d’inhibition autour des disques déterminent le
phénotype de résistance de la souche; la résistance constitutive MLSg (CMLSg), la résistance

inductible MLSg (iMLSg) et le phénotype de résistance M, comme décrit précédemment

3
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[10;58]. L’observation d’un antagonisme érythromycine-clindamycine permettait de
caractériser la souche résistante a la clindamycine

D’aprés les recommandations du CASFM 2014; devant une souche résistante a
I’érythromycine et sensible a spiramycine, lincomycine ou clindamycine, rechercher le
caractére inductible de cette résistance (antagonisme érythromycine-clindamycine). En
I’absence d’induction, répondre sensible a spiramycine, lincomycine ou clindamycine. En
présence d’induction, répondre résistante a spiramycine, lincomycine ou clindamycine.

Les souches étaient caractérisées sensibles a la tétracycline, 1’érythromycine et la
lincomycine lorsque leur diametre d’inhibition était supérieur ou égal respectivement a 23
mm, 26 mm et 21 mm [309].

*Considérant qu’il n’existe pas de résistances acquises aux bétalactamines et aux
glycopeptides pour S. agalactiae, seules les génes de résistance a I’érythromycine et la

tétracycline ont été testés pour chaque souche.

» Multiexperiment Viewer (MeV)
Les résultats de I’antibiogramme et le support génétique lié a cette résistance sont interpréter

avec le logiciel MeV (http://www.tm4.org/mev.html). Les souches résistantes, intermédiaires

et sensibles sont remplacées par 1, 0 et -1 respectivement par le MEV.
Le MeV géneére des présentations informatives et interdépendantes de données d'expression et

d'annotation des expériences simples ou multiples.

4.3. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) parE-test

Le principe de la CMI par E-test est base sur la combinaison des deux concepts: dilution et
diffusion. Le systéeme E-test consiste en une bande en plastique, non poreuse, calibrée par un
gradient pré-établi de concentration d’antibiotiques, couvrant 15 dilutions pour déterminer la
CMI en pg/ml d’une souche testée en milieu gélose.

Le gradient couvre une rangée de concentrations allant de 0,016 a 256 ug/ml ou 0,002 & 32
pg/ml selon I’antibiotique. L’inoculum a été préparé en réalisant une suspension de colonies
obtenues d’une culture pure de 18 a 24 heures, dans de I’eau physiologique. La suspension a
été calibrée a 1’échelle 0.5 Mac Farland. L’ensemencement a été effectué par écouvillonnage
sur la gélose Muller Hinton. Lorsqu'une bandelette E-test est appliquée sur une boite de
gélose ensemenceée, l'antibiotique est immédiatement libéré de la surface du support et se

dépose sur la surface de la gélose.

E
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Un gradient continu est exponentiel de concentrations en antibiotique se crée juste en dessous
du support. Aprés 18 a 24 heures d'incubation, ce qui rend la croissance bactérienne visible.
Une ellipse d'inhibition symétrique, axée sur le support, se forme. Les bords de I'ellipse
d'inhibition indiquent la valeur de CMI, exprimée en pg/ml.

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) de I'érythromycine et la clindamycine ont été

déterminées en utilisant la méthode E-test (BioMérieux, France).

5. Analyse Moléculaire
5.1. Extraction d’ADN a partir des cultures bactériennes
L’éxtraction de 'ADN génomique de tous les isolats a été réalisée en utilisant le kit de tissus
EZ1® ADN (Qiagen, Courtaboeuf, France) avec I’extracteur EZ1 avancée XL et la carte de
bactéries d'’ADN (Qiagen) selon les instructions du fabricant (Figures 20 et 21).
» Méthode
- Pipeter 20 pl de Protéase QIAGEN (ou la protéinase K) est le mettre dans un tube a
Eppendorf de 1.5 ml.
- Ajouter 180 pl d'échantillon (suspension bactérienne) dans le tube Eppendorf de 1,5 ml.
- Ajouter 180 pl de Buffer AL (tampon) a 1'échantillon.
-Mixer (vortex) pendant 15 s. afin d'assurer une lyse efficace. Il est essentiel que I'échantillon
et le Buffer AL soient bien mélangés pour obtenir une solution homogéne.
- Incuber ce mélange pendant 30 min a 70°C.
» Procédure d’extraction
- Homogénéiser les cartouches de reactifs avant de les introduire dans les rails du support.
- Suivre les instructions données par I’appareil.
- Volume de I’échantillon : 200pl.
Volume d’élution : 50pul, 100ul ou 200ul
- S’assurer que chaque élément (tubes ou tips) est correctement positionneé.
- Pour les solides : réaliser une lyse externe
180ul d’échantillon liquide ou un « morceau »
180pul Tampon G2
20ul PK (Proteinase K)
2 h ou overnight a 56°C
- Transférer 200ul dans un tube échantillon (Fond plat) (Figures 4 et 5).
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Panneau pour la commande avec écran

Porte de ’EZ1 XL
Fente pour la carte EZ1 XL

Figure 20: Extracteur EZ1 XL.

Cartouches réactifs <

Ligne 4: 200ul d’échantillon <
Ligne 2: tips holder et tips <«
Ligne 1: tubes d’élution <

Figure 21: Procédure d’extraction par EZ1.
5.2. Préparation des amorces (primers)
e centrifugation short speed des tubes (3 secondes).
e ajouter le méme volume indiqué dans le tube en Nano-Mole en pl d’eau stérile.
e laissez reposer le tube pendant 15 minutes pour permettre a I’ADN de précipiter.
e prélever 5ul de cette suspension et les déposer dans un autre tube contenant 495pl
d’eau stérile.
e homogénéisation du mélange au vortex.

e conservation a -20°C.

5.3. Polymérase Chain Réaction (PCR) standard

La réaction PCR (Plymerase Chain Reaction) permet d’amplifier in vitro une région
spécifique d’un acide nucléique donné afin d’en obtenir une quantité suffisante pour le détecté
et ’étudier. Pour se faire, une série de réaction permettant la réplication d’une matrice d’ADN
double brin est répétée en boucle. Ainsi, au cours de la réaction PCR, les produits obtenus a la
fin de chaque cycle servent de matrice pour le cycle suivant, I’amplification est donc

exponentielle.
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Pour avoir une réplication d’un ADN double brin, il faut agir en trois etapes. (i) Il faut
dénaturer I’ADN pour obtenir des matrices simple brin; (ii) borner et amorcer la réplication de
la séquence a amplifier a 1’aide d’oligonucléotides amorces spécifiques; (iii) réaliser la
réaction de polymerisation du brin complémentaire. A la fin de chaque cycle, les produits sont
sous forme d’ADN double brin.

> Matériel
-Plaque de PCR (BioRad).
-Thermocycleur (Labnet International Multigene Gradient Optimax Thermal Cycler Tc29600-
G 1002066).

-Meélange réactionnel

» Protocole d’'une PCR standard/Principe
Le protocole utilisé pour effectuer une PCR standard est le suivant: dans une plaque BioRad
on dépose 25 ul du mélange réactionnel (décrit dans le tableau 7 ci-dessous) dans chaque
puits, cette derniere est introduite par la suite dans le thermocycleur.

Tableau 7: Composition des mélanges réactionnels pour les PCR standards.

Mix PCR pour une réaction Quantité PCR standard
Quantitect Probe PCR Master Mix 12,5 ul
Amorce Forward 0.5l
Amorce Reverse 0.5 ul
H20 physiologique 6,5 ul
ADN a amplifier 5ul
Volume total 25 ul

5.4. Support génétique de la résistance

Devant toute souche résistante a I'érythromycine et a la tétracycline, une PCR standard a été
réalisé pour détecter le support génétique responsable de cette résistance.

Les génes de résistance aux MLS erm(A), erm(B) et mef A/E ainsi que les genes de résistance
a la tétracycline tet(M), tet(O), tet(L) et tet(K), ont éte amplifier par PCR en utilisant des
amorces spécifiques illustré dans le tableau 8 [310].

A chaque réaction de PCR standard nous avons utilis¢ un ADN d’une souche produisant le

géne a tester comme témoin positif.
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» PCR d’amplification
Les réactions de PCR ont été réalisees dans un thermocycleur ABI 2700 (Applied
Biosystems). Une réaction de PCR classique comprend une étape de dénaturation initiale de
I’ADN double brin pendant 15 min a 95 C°. Cette étape est suivie de 35 cycles
d’amplification de ’ADN d’intérét avec 30 secondes a 95 C° (dénaturations), 50 secondes a
62 C° (appariement des amorces, température variable selon le Tm des amorces) et 1 min 30
secondes a 72 C° (élongation, temps variable selon la taille du fragment a amplifier). Une

étape finale de 7 min a 72 C° permet de terminer la synthese des brins inachevés (Tab. 8).

Tableau 8: Liste des oligonucléotides utilisés dans ce travail, d’aprés [310].

Geéne(s) Séquence primer (5'-3") Taille de I'amplicon (bp)
erm(A) CCCGAAAAATACGCAAAATTTCAT" 590
CCCTGTTTACCCATTTATAAACG®

erm(B) TGGTATTCCAAATGCGTAATG 745
CTGTGGTATGGCGGGTAAGT

mef(A/E) CAATATGGGCAGGGCAAG 317
AAGCTGTTCCAATGCTACGG

tet(M) GTGGACAAAGGTACAACGAG 406
CGGTAAAGTTCGTCACACAC

tet(O) AACTTAGGCATTCTGGCTCAC 515
TCCCACTGTTCCATATCGTCA

tet(K) GATCAATTGTAGCTTTAGGTGAAGG 155

TTTTGTTGATTTACCAGGTACCATT

tet(L) TGGTGGAATGATAGCCCATT 229

CAGGAATGACAGCACGCTAA

! Forward (direct), “ Reverse (inverse).

» Electrophorése sur gel d’agarose
Pour vérifier la présence d’une bonne amplification du gene cible, les produits PCR sont
déposés sur un gel d’agarose a 1,5% dans une cuve a électrophorése contenant du tampon
TBE (TRIS, Borate, EDTA) a 0,5%. La migration se fait pendant 30 minutes sous un voltage
de 135V.
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» Protocole de préparation du gel d’agarose
- Dans une bouteille ou flacon en verre stérile, mélanger 6g de poudre d’agarose avec 400ml
du Tampon TBE (Tris-Borate-EDTA) 0.5 X.
- Faire fondre le mélange au four a micro-ondes jusqu’a 1’obtention d’un mélange
parfaitement transparent.
- Laisser refroidir.
- Ajouter la Solution de bromure d’éthidium BET (3 fois 31.5 ul pour 50 ml) et mélanger
bien.
- Couler le gel dans le support du gel apres avoir mis les peignes.
- Laisser refroidir jusqu’a solidification de gel.

» Electrophorése des produits d’amplification
- Retirer les peignes apres polymeérisation du gel.
- Placer le gel dans la cuve d’électrophorése.
- Remplir la cuve d’électrophoreése avec le tampon TBE 0.5X (le gel doit étre totalement
émergé).
- Déposer 4ul d’ADN marqueur de poids moléculaire [100 Base-Paire Ladder (Gibco-
BRL, 15 628-019)] dans le premier puits.
- Mélanger 4 pl du produit amplifié (ADN) avec une goQtte du Blue Juice
- Déposer le produit amplifié avec un témoin négatif et un témoin positif
- Fermer le couvercle de la cuve. Brancher la cuve au générateur. Mettre I'alimentation sous
tension a 135V et régler la durée de migration (environ 30 min).
- Une fois la migration finie, Placer le gel dans le systéme d’imagerie a UV pour la
visualisation des bandes.

» Révélation des bandes d’ADN aux rayons UV
Le gel d’agarose est ensuite exposé sous rayons ultra-violet pour visualiser les bandes
d’ADN. La présence de la bande qui correspond au fragment amplifié a ét€ comparée avec le

marqueur de poids moléculaire (100 paires de base) en utilisant le témoin.

5.5. Sequencage

Le sequencage a été réalisé selon la méthode de Sanger modifiée [311], en utilisant le kit Big
Dye Terminator® V1,1 kit de séquencage de cycle (Applied Biosystems, Courtaboeuf,
France) et le séquenceur Automate ABI PRISM 3130 automated sequencer (Applied

Biosystems, Foster city, CA, USA), selon les recommandations du constructeur.
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Cette technique est une PCR abortive au cours de laquelle sont introduits des acides
nucléiques modifiés (ddNTP) dont I’incorporation aléatoire va bloquer la réaction de
polymérisation; les quatre bases sont marquées par un fluorochrome différent. La taille des
fragments abortifs obtenus est déterminée a I’aide d’un séquenceur de leurs tailles comme une
¢lectrophorese classique, mais il présente 1’avantage d’étre couplé de succession des acides
nucléiques marqués permet I’obtention de la séquence du fragment d’ADN étudié.

Une PCR Big Dye est réalisée en utilisant le protocole décrit dans le tableau 9. Les
produits de cette réaction sont ensuite purifiés en utilisant du séphadex. Cette méthode est
basée sur la purification par chromatographie d’exclusion pour piéger des ddNTP libres en
exces qui sont de bas poids moléculaire sur une colonne Sephadex. Les produits purifiés sont
séquenceés en utilisant le séquenceur Automate ABI 3130.

Les sequences sont ensuite analysées avec le logiciel Codon Code Aligner. La
séquence ainsi corrigée est comparée avec celle des séquences existantes dans la base de
données GenBank en utilisant le programme BLAST (BlastN) disponible au Centre national
pour le site Web d’information et Biotechnologie (http: // www.ncbi.nlm.nih.gov/ , BLAST)

et la base de données ARG-ANNOT (résistance aux antibiotiques Gene-annotation), un
nouvel outil bioinformatique qui a été créé afin de détecter de nouvelles résistances aux
antibiotiques existants et putatif (AR) des génes dans les génomes bactériens [312].

» Purification
- Matériel
-Plaque a filtre
-Eau Ultra-Pure (UP)
-Pompe sous vide
-Agitateur secoueur de microplaques
- Méthode
Apres électrophorése, on vérifie sur le systéme d’imagerie a UV, la présence des bandes
ADN.
On ajoute au produit PCR 100 pl d’eau ultra pure, puis on transfert le tout dans une plaque a
filtre pour faire la premiere purification. Ensuite, on dépose cette plaque a filtre sur une
pompe sous vide pendant 20 min (filtration sous vide). Enfin, on ajoute 50 pl d’eau ultra pure
et agiter pendant 20 min sur un agitateur.
Le produit est purifié et prét pour la PCR Big Dye.




» PCR BigDay
- Matériel
-Plaque pour Thermocycleur
-Thermocycleur (Labnet International Multigene Gradient Optimax Thermal Cycler)
-Mélange réactionnel (Tableau 9)
- Méthode
Cette PCR consiste a amplifier le Forward et le Reverse séparément pour les sequencer par la
suite. Le protocole utilisé pour effectuer une PCR Big Dye est le suivant : dans une plaque de
thermocycleur Bio-rad on dépose 20 ul du mélange réactionnel (décrit dans le tableau 9 ci-

dessous) dans chaque puits.

Tableau 9: Composition du mélange réactionnel pour la PCR Big Dye.

Composants pour Forward Composants pour Reverse Quantité PCR BigDye
Buffer Buffer 3ul
Mix Big Dye Mix Big Dye 2ul
Amorce F Amorce R 1l
ADN a amplifier ADN a amplifier 4 ul
H20 UP H20 UP 10 ul
Volume total Volume total 20 ul

Buffer; Tampon BDV1
Pour chaque amorce, on fait 2 mélanges réactionnels séparés, un pour le Forward et I’autre

pour le Reverse, exécuté selon le programme porté dans le tableau 10.

Tableau 10: Programme de 1’amplification de la PCR Big Dye.

Température 96°C 96°C 50°C 60°C 4°C

Temps 5 min 10 sec 5sec 5mn 0

» Purification par Sephadex
- Matériel
-Plaque a filtre
-Plagque pour séquencage
-La poudre Sephadex
-Eau Ultra-pure (UP)

-Centrifugeuse
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- Méthode
Dans une plaque a filtre spécifique a la purification par Sephadex G 50 de la marque sigma,
on met la poudre de Sephadex dans les puits de la plaque auxquels on ajoute 300 ul d’eau
ultra pure et laisser reposer 2 a 3 heures.
Apres avoir mis la plaque a filtre au-dessous d’une plaque contenant des puits, on réalise une
centrifugation & 12000 rpm pendant 10 min a 10°C pour récupérer I’excédent d’eau dans les
puits qui sera jeté.
On met par la suite, les produits PCR Big Dye dans la plaque a filtre qui sera placée sur une
deuxiéme plaque a puits pour collecter aprés centrifugation (a 12000 rpm pendant 10min a
10°C) les produits PCR purifiés. Cette plaque est ensuite recouverte par un tapis de
protection.
Le produit récupéré est alors prét a étre séquencer.

» Séquencage
Sur la machine du séquenceur Automate ABI PRISM 3130, remplir les fiches pour
séquencage sur le logiciel. Mettre la plaque pour le séquencage sur le support et la déposer
dans le séquenceur Automate ABI 3130. Lancer le séquencage.

» Analyse des sequences
Les séquences brutes obtenues par le séquencage ont été analysées et corrigees par le logiciel
codon code Aligner. Les séquences obtenues sont soumises via Internet a 1’aide du logiciel

Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/), pour comparaison avec les séquences homologues

contenues dans la banque informatique internationale dénommée «<GenBank >>. Les résultats
sont exprimés en pourcentage de similarité de la souche a identifier avec les especes les plus
proches [313]. Ensuite déterminer leur affiliation phylogénétique. Apres avoir aligné les
séquences, les arbres phylogénétiques ont été construits avec le programme Mega4 selon la
Méthode du « Neighbor-joining » [314].

5.6. Sérotypage moléculaire
» Principe

Le sérotypage moléculaire a été réalisé par combinaison de deux méthode;

- PCR multiplex selon la méthode décrite par Poyart et al., [143], pour identifier les types
capsulaires; la, Ib, II, 11, 1V, V, VI, VII et VIII. 1l s’agit d’une technique de PCR
multiplex ciblant différents génes impliqués dans la synthese du polysaccharide capsulaire
de I a VIII en deux temps [58].
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- PCR multiplex selon la méthode décrite par Imperi et al., [16], pour identifier le type
capsulaire IX.

Ces techniques ont été modifiées par notre laboratoire en utilisant des PCR monoplexe en

combinant les deux techniques (dont le but de minimiser les faux positifs).

Les amorces utuliser dans cette étude sont montionnée dans le tableau ci-dessous (Tab. 11).

Les amorces cps-F (1X) et cps-R (1X) ciblent une partie d’un géne conservé chez streptocoque
du groupe B (cps): les amplicons sont identiques pour tous les sérotypes et servent de controle
interne a la réaction. Les autres amorces ciblent des régions variables. Les amplicons ont été

identifiés apres migration en gel d’agarose [16;41].

Tableau 11: Liste des oligonucléiotides utilisé pour le sérotypage [16;143].

Geéne(s) Séquence primer (5'-3") Cible génique (s)  Taille de I'amplicon (bp)
la-F GGTCAGACTGGATTAATGGTATGC cpslaH 521 and 1,826
la-R GTAGAAATAGCCTATATACGTTGAATGC cpslaH
Ib-F TAAACGAGAATGGAATATCACAAACC cpslbJ 770
Ib-R GAATTAACTTCAATCCCTAAACAATATCG cpslbK
11-F GCTTCAGTAAGTATTGTAAGACGATAG cps2K 397
II-R  TTCTCTAGGAAATCAAATAATTCTATAGGG cps2K
H1-F TCCGTACTACAACAGACTCATCC cpsla/2/3l 1,826
1I-R AGTAACCGTCCATACATTCTATAAGC cpsla/2/3l
IV-F GGTGGTAATCCTAAGAGTGAACTGT cps4N 578
IV-R CCTCCCCAATTTCGTCCATAATGGT cps4N
V-F GAGGCCAATCAGTTGCACGTAA cps50 701
V-R AACCTTCTCCTTCACACTAATCCT cps50
VI-F GGACTTGAGATGGCAGAAGGTGAA cps6l 487

VI-R CTGTCGGACTATCCTGATGAATCTC cpsol
VII-F CCTGGAGAGAACAATGTCCAGAT cps7’M 371
VII-R GCTGGTCGTGATTTCTACACA cps7M
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VIII-F AGGTCAACCACTATATAGCGA cps8J 282
VIII-R TCTTCAAATTCCGCTGACTT cps8J
IX-F CAATCCTAAGTATTTTCGGTTCATT cpsL 688
ACATGAACAGCAGTTCAACCGT cpsG 272
CTGTAATTGGAGGAATGTGGATCG cpsl 229
IX-R TAGGAACATGTTCATTAACATAGC. cpsL 688
ATGCTCTCCAAACTGTTCTTGT cpsG 272
AATCATCTTCATAATTTATCTCCCATT cpsl 229

» PCR d’amplification
Dix polysaccharides capsulaires (CPS) distincts ont été décrits. Les CPS est couramment
utilise pour le typage des souches. Le programme de PCR comprenait un cycle de
dénaturation pendant 15 minutes a 95 C°, suivie de 40 cycles de dénaturation pendant 30
secondes a 95 C°, I'hybridation des amorces a 50 a 50 C°/60 C°, et une extension a 72C°
pendant 1 minute, et une extension finale pendant 7 min a 72 C°.

» Révélation par électrophorése
La révélation des amplicons a été réalisée par une électrophorése sur gel d’agarose a 1,5% en
tampon TBE (TRIS, Borate, EDTA) a 0,5%. Le gel a été mis a migrer dans du tampon TBE
pendant 30 minutes a 135 Volt. Les résultats ont été lus par transillumination et mettent en

évidence des bandes de différente taille en fonction du sérotype.

5.7. MultiLocus Sequence Typing

Le principe de MLST repose sur le séquencage de 7 loci correspondant a 7 génes de ménage
(housekeeping genes) connus chez S. agalactiae, appelés: adhP, pheS, atr, gInA, sdhA, glcK,
et tkt. Pour chaque locus, un numéro d’alléle différent a été affecté a chaque séquence
nucléotidique distincte. Cette numérotation a €té établie par ordre d’identification des variants
nucléotidiques [19]. Toute mutation dans la séquence nucléotidique, silencieuse ou non, a
défini ainsi un nouvel allele dont le numéro d’identification est déposé sur le site MLST de S.

agalactiae (http://pubmlst.org/sagalactiae/). La combinaison de numéros correspondant aux

alleles des 7 loci étudiés definit un profil allélique ou «Séquence Type» (ST). Pour la
détermination du profil allélique, ’ordre d’affection des numéros aux 7 loci a été fixé

arbitrairement. La numérotation des profils alléliques a également été établie par ordre
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d’identification de ceux-ci (ST-1, ST-2, etc.). La base des données référencant les profils

alléliques déposés est accessible en ligne (http://pubmist.org/sagalactiae/).

» Principe de la méthode utilisée
Sept génes de ménage mentionné dans les tableaux 12 et 13 ont été amplifiés par PCR puis
séquencés. La combinaison d'alleles de ces sept loci constitue un profil allélique ou Séquence
Type (ST) [19].

Tableau 12: Génes de ménage pour la technique MLST [19].

Locus Fonction du gene Taille du fragment % Position dans le
séquencé (bp) G+C génome du SGB (bp)
adhP Alcohol 498 43.1 72286
dehydrogenase
pheS Phenylalanyl 501 37.1 912817
tRNA synthetase
atr Amino acid 501 36.9 560085
transporter
glnA Glutamine 498 35.7 1868862
synthetase
sdhA Serine 519 41.4 2179923
dehydratase
glcK Glucose kinase 459 42.6 538770
tkt Transketolase 480 38.9 287111

» PCR d’amplification
Le programme de PCR comprenait un cycle de dénaturation pendant 15 minutes a 95 C°,
suivie de 40 cycles de dénaturation pendant 30 secondes a 95 C°, un annelage d'amorce de 50

a 50 C°, et extension a 72 C° pendant 1 minute, et une extension finale de 7 mina 72 C°.

Tableau 13: Amorces utilisé pour la téchnique MLST [19].

Nom et séquence de I'amorce

Taille de

Geéne(s) Locus Forward (5'-3") Reverse (3'-5") I'amplicon
(pb)
adhP amplification GTTGGTCATGGTGAAGCACT ACTGTACCTCCAGCACGAAC 672
adhP  séquencage GGTGTGTGCCATACTGATTT ACAGCAGTCACAACCACTCC 498
pheS amplification GATTAAGGAGTAGTGGCACG TTGAGATCGCCCATTGAAAT 723
pheS  séquencage ATATCAACTCAAGAAAAGCT TGATGGAATTGATGGCTATG 501

3


http://pubmlst.org/sagalactiae/

atr
atr
glnA
glnA
sdhA
sdhA
glcK
glcK
tkt
tkt

amplification
séquencage
amplification
séquencage
amplification
séquencage
amplification
séquencage
amplification

séquencage

CGATTCTCTCAGCTTTGTTA
ATGGTTGAGCCAATTATTTC
CCGGCTACAGATGAACAATT
AATAAAGCAATGTTTGATGG

AGAGCAAGCTAATAGCCAAC
AACATAGCAGAGCTCATGAT
CTCGGAGGAACGACCATTAA
GGTATCTTGACGCTTGAGGG

CCAGGCTTTGATTTAGTTGA

ACACTTCATGGTGATGGTTG
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AAGAAATCTCTTGTGCGGAT
CCTTGCTCAACAATAATGCC
CTGATAATTGCCATTCCACG
GCATTGTTCCCTTCATTATC
ATATCAGCAGCAACAAGTGC
GGGACTTCAACTAAACCTGC
CTTGTAACAGTATCACCGTT
ATCGCTGCTTTAATGGCAGA
AATAGCTTGTTGGCTTGAAA
TGACCTAGGTCATGAGCTTT

» Révélation par électrophoreése et purification des amplicons

627
501
589
498
646
519
607
459
859
480

La vérification de I’amplification des alleles a été effectuée grace a une migration

¢lectrophorétique sur gel d’agarose a 1.5% (additionné de Blue Juice) pendant une heure dans

un tampon TBE (TRIS, Borate, EDTA) a 0,5%. Les fragments amplifiés ont ensuite été

visualisés par transillumination UV. Les fragments obtenus ont des tailles allant de 589 a 859

paires de bases en fonction des genes (Fig. 22).
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glnA

sdhA

glcK tkt

Figure 22: Schéma représentant les bandes électrophorétiques des sept genes de ménage [41].

> Lecture des séquences

Les séquences nucléotidiques ont été lues avec le logiciel Codon Code Aligner qui est un

logiciel d’analyse de séquence permettant d’importer, de visualiser, d'éditer et d'exporter des

données de séquence.

Les nucléotides lus avec certitude sont représentés en noir, alors que ceux avec un doute sont

représentés en rouge (Fig. 23). La séquence peut ensuite étre comparée a la base de données
PubMLST.
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Figure 23: Capture d’écran de 1’onglet « Analyzed » du logiciel CodonCode Aligner.

> Détermination des alleles et profils

La détermination des alleles et des profils a été réalisée sur le site PubMLST

(http://pubmist.org/sagalactiae) qui héberge les bases de données MLST et des outils
d’analyse accessibles au public permettant, entre autre, de déterminer les alleles et les STs
d’apres les séquences d’ADN.

Pour la détermination des allé€les, le résultat de la recherche donne le numéro de 1’alléle de la
base de données possédant la séquence la plus proche de celle analysée, ainsi que les
différences entre les deux (mismatches et gaps), s’il y en a.

Une fois tous les alléles déterminés pour une souche, on peut soumettre le profil. Le résultat
de la recherche donne le numéro du Séquence Type de la base de données avec le plus de

correspondance avec le profil analysé.

5.8. Détermination des complexes clonaux
Pour la détermination des complexes clonaux, nous avons utilisé le logiciel eEBURST v3

(http://eburst.mlst.net/) qui est une application permettant d’émettre une hypothése sur la

facon dont chaque complexe clonal a pu émerger et se diversifier. L'algorithme identifie des
groupes de STs et essaye d'identifier le génotype fondateur de chaque groupe [149].

Un groupe est composé de STs ayant un niveau de similitude dans leur profil allélique et
pouvant partager un méme « fondateur ». Un groupe est considéré comme un complexe clonal
si tous les membres possedent des alleles identiques pour 6 des 7 loci avec au moins un autre

membre du groupe. Le principal fondateur d'un groupe est défini comme le ST qui posséde 6
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loci sur 7 identiques avec le plus grand nombre d’autres STs. Dans de nombreux cas, le
fondateur primaire est aussi le ST le plus répandu au sein du groupe.

Les résultats de I'analyse comprennent, le nombre total de groupes ou complexes clonaux,
pour chaque groupe: le nombre d'isolats et de ST dans le groupe et le fondateur principal ainsi
que la liste de tous les STs du groupe, avec le nombre d'isolats pour chaque ST, le nombre de
descendants directs (SLV) et indirects (DLV et TLV). La distance moyenne entre ST d’un
méme groupe est également représentée. Les ST qui partagent moins de six alleles avec les
autres STs sont indiqués comme ST uniques ou singletons.

Dans le diagramme (Fig. 24), chaque groupe est représenté avec le fondateur principal en bleu
et les STs fondateurs de sous-groupe en jaune. La surface du cercle est proportionnelle a la
prévalence du ST dans la population étudiée. Tous les descendants des fondateurs sont
représentes disposés en cercle.

Tous les STs reliés entre eux possedent les mémes alleles pour six des sept loci avec au moins
un autre isolat dans le groupe et sont donc considérés comme appartenant au méme complexe
clonal. La population entiére peut étre représentée sur un diagramme unique, appelé

«Instantané de la population» [41;149].
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Figure 24: Capture d’écran de la fenétre « Diagram » du logiciel eBURST [41].

5.9. Réalisation des arbres phylogénétiques

Les arbres phylogéniques ont pour but de comprendre les relations de parenté. Ils ont été
réalisés avec les logiciels MEGA (Molecular Evolutionnary Genetics Analysis Version 5) ou
Neighbour Joining (Neighbor Joining—NJ) qui sont des méthodes dites de distance, c’est-a-

dire basées sur les similarités entre paires de séquences.

E



Matériel et MéHrod

» Meéthode utilisant les sequences nucléotides
MEGA est un logiciel qui permet la réalisation d’arbres phylogénétiques. Le format des
données a charger est un supergéne obtenu par concatémérisation des sept génes de ménage
dans un ordre bien précis (Exp; adhP —pheS —atr—gIlnA-sdhA—glcK et tkt), mis au format
adéquat pour étre analysé avec le logiciel. Une fois les données mises en forme et chargées,
les arbres phylogénétiques réalisés peuvent étre visualisés et modifiés (Fig. 25).
La souche; S. agalactiae 2603 ST-110 été prise comme une souche de référence dans la

genese d’un arbre phylogénétique.
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Figure 25: Capture d’écran de la fenétre de visualisation des arbres phylogénétiques du
logiciel MEGA [41].

5.10. Conservation des souches
Les souches sont conservées dans un premier temps a -70°C dans un mélange LB-Glycérol
40%. Apres, la conservation a été réalisée en milieu cryo-billes (réf. AEB400100, AES

Laboratoire, Combourg, France) a -80°C.

5.11. Analyses statistiques
La saisie des données et les représentations graphiques ont été réalisées a partir du logiciel
"Excel". Le test exact de Fisher (test du Chi2) a été utilisé pour évaluer les différences dans la

répartition des isolats. L’analyse statistique a été executee on utilisant la version 7 de logiciel




Matériel et MéHrod

d'Epi-info  selon les recommandations de CDC disponible sur le site
(http://www.openepi.com/Menu/OE_Menu.htm), une valeur de p de <0.05 a été considérée

comme significative.
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Partie 3: Résultats

Notre étude a porté sur 93 souches de Streptococcus agalactiae collectées dans une période
entre Janvier 2011 et Février 2012 auprées de 494 femmes enceintes dans deux cabinets de
gynécologie a la ville de Guelma, Algérie et d'Octobre 2013 jusqu’au Janvier 2014, au
laboratoire de Microbiologie de 1’ Hopital de la Timone a Marseille, France a partir de

différents échantillons (prélévement vaginal, d’urine et d’hémoculture).

1. Analyse préliminaire

1.1. Portage de S.agalactiae

Le streptocoque du groupe B (SGB) ou Streptococcus agalactiae est une des principales
bactéries responsables d’infections néonatales graves. Nous avons évalué¢ de maniére
prospective la colonisation vaginale par cette bactérie dans notre région et essayé de dégager

les facteurs de risque associés a ce portage ainsi que les particularités des souches isolées.

1.2. Fréquence de portage

Une recherche de SGB a été réalisee chez 494 femmes enceintes au cours des trois trimestres
de la grossesse par un préléevement vaginal et des renseignements concernant 1’étude des
facteurs de risque ont été consignés sur une fiche de prélevement. Ces femmes ont été
recrutées sur des criteres d'inclusion et d'exclusion par un échantillonnage consécutif non
exhaustif et non probabiliste.

Parmi les 494 parturientes dépistées, 44 avaient un prélevement positif au SGB ce qui

correspond a un taux global de portage de 8.91% = 9%.

Portage de SGB

M Positif W Négatif

Figure 26: Fréquence globale du portage de SGB.
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1.3. Analyse des données (Terrain)

1.3.1. Age gestationnel (trimestres de grossesse)

La majorité des parturientes incluent dans cette étude (217/494) étaient au troisieme trimestre
(soit 44%), alors que seulement 141 et 136 étaient respectivement aux premiers et deuxiémes
trimestres (28.5 % et 27.5%) (Fig. 27).
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ler trimestre 2eme trimestre 3eme trimestre

Figure 27: Fréquence du portage de SGB au cours des trois trimestres de la grossesse.

Le taux du portage de SGB est élevé au 2°™ trimestre de grossesse, entre 16-28 SA (21
patientes sur 136 soit 15.4%) par rapport aux deux autres trimestres. Au 3°™ trimestre, 19 sur
217 soit 8.7% des patientes étaient porteuses (entre 29-41SA) et seulement quatre patientes

sur 141 (entre 3-15SA) soit 2,8% était porteuse au premier trimestre (Fig. 28).

% Portage

M ler trimestre 3-15 SA
B 2eme trimestre 16-28 SA

= 3eme trimestre 29-41 SA

Figure 28: Répartition du portage de SGB au cours des trois trimestres de la grossesse.
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A partir de ces données, on note que la distribution du portage de SGB par tranches d'age

gestationnel n’est pas en fonction de la taille des échantillons constituant les tranches.

En outre, I’évolution du portage de SGB au cours des trois trimestres de la grossesse est

illustrée dans la Figure ci-dessous.
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Figure 29: Evolution du portage de SGB au cours des trois trimestres de la grossesse.

L’analyse des résultats a dévoilé la présence d’une association significatif entre le portage de
SGB, le 1* et le 2°™ trimestre de la grossesse, avec un p value < 0.05 (0.0027 et 0.0016
respectivement).

> Lo portage de SGB au cours du 3*™ trimestre de la grossesse (29 SA-41 SA)
Le taux de portage au cours du 3°™ trimestre est de 8.7% (Figs. 30 et 31) dont 10.7 % inclut
seulement la période du 34°™ jusqu'a 38°™ SA.
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% Portage
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W 34-38 SA

Figure 30: Répartition du portage de SGB au cours du 3*™ trimestre.

Le taux du portage de SGB est plus au moins élevé entre la 34°™ et la 38°™ SA (10.7%) par

rapport au portage global du portage dévisagé dans toute la population (9%).
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Figure 31: Taux du portage de SGB au cours du 3*™ trimestre.

La différence statistique entre les deux groupes en terme de portage (entre 34-38SA), n’est

pas significative avec un p value >0.05 (p= 0.44).

*La distribution du portage de GSB en fonction du nombre de prélevements (PV >1)

Sur les 494 femmes enceintes dépistées, 89 (18%) femmes ont un prélévement vaginal en

plus, soit entre le 1* et/ou le 2°™ et/ou le 3°™ trimestre de la grossesse (Fig. 32).
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Figure 32: Distribution des patientes en fonction du nombre de prélévements positifs par

trimestres.

Sur les 89 parturientes, neuf (10.1%) présentent un seul portage de SGB ou plus au cours des

trois trimestres (Tab. 14).

Tableau 14: Evolution du portage de SGB au cours des trois trimestres en fonction du

nombre de prélévements.

Trimestres 1% et 2°M 2éme et 3éme 1% et 3 Les 3 trimestres
trimestres trimestres trimestres
Portage du SGB | SGB+ | SGB+ | SGB+ | SGB+ SGB+ | SGB+ | SGB+ | SGB+ | SGB+
1 seule femme 3 femmes * *
SGB+ | SGB- | SGB+ | SGB- SGB+ | SGB- | SGB- | SGB+ | SGB-
* 1 seule femme 1 seule femme 1 seule femme
SGB- | SGB+ | SGB- | SGB+ | SGB- |SGB+ Autres
* 2 femmes * *

* absence de prélevement

Note: Les résultats ci-dessus ne peuvent pas étre extrapolés di au faible nombre des patientes

ayant un PV >1 au cours des deux ou des trois trimestres de la grossesse.

1.3.2. Age

L’age moyen des parturientes était de 28-35 ans (avec 19 ans pour la plus jeune et 41 ans pour

la plus agée). Toutes les tranches d’ages sont touchées par le SGB, avec des extrémes d’age

variant entre moins de 25 ans et plus de 40 ans.
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La tranche d’age la plus touchée par le SGB dans notre étude est la population entre 26 et 30
ans (21 SGB/210 patientes, 10%) et la population plus-au-moins &gée, entre 31 et 35 ans (13
SGB/118 patientes; 11%) (Fig.33).
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Figure 33: Reépartition du portage de SGB en tranches d'age.

La répartition en tranches d’age en fonction des résultats des prélévements (Fig. 33) montre
une légére augmentation de patientes porteuses dans la tranche d’age de 26 a 35 ans. Cette
différence entre les groupes en terme d’age, n’est pas significative (p>0.05; p=0,46 et 0.35

entre 26-30 ans et 31-35 ans respectivement).

1.3.3. Parité

La parité de notre population est répartie comme suit (Fig. 34);
- 31% de nullipares
- 57% de multipares (1-3)
- 12% de multipares (>4)
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Figure 34: Distribution des patientes en fonction de la parité.

Le taux de portage de SGB en fonction de la parité est de (Fig. 35);
- 8.6% chez les nullipares (13 SGB/151 femmes);
- 9.2% chez les multipares (1-3) (26 SGB/281 femmes);
- 8% chez les multipares (>4) (5 SGB/62 femmes).
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Figure 35: Parité selon les résultats positifs des prélévements.

La différence entre les trois groupes, en terme de parité, n’est pas significative (p>0.05; p=
0.87, 0.75 et 0.8 respectivement).
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1.3.4. Niveau socio-économique (S-E) (incluant le niveau d’étude et les revenus
financiers)

La distribution des patientes en fonction du niveau S-E est présenté comme suit (Fig. 36);

W Bas H Moyen EBon

Figure 36: Distribution des patientes en fonction du niveau S-E.

Sur les 494 femmes, 172 (35%) patientes ont un faible statut socio-économique (faible niveau
d’étude) dont 22 (13%) avec prélévement positif et 150 (87.2%) avec prélévement négatif. Le
faible niveau socio-économique est retenu comme facteur de risque de portage du SGB vu la
significativité (p<0.05) entre les deux groupes (Le faible niveau S-E vis-a-vis le portage de
SGB 22/44 cas positif, p=0.026) (Fig. 37)
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Figure 37: Niveau S-E selon les résultats des prélévements.
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1.3.5. Nombre de toilettes intimes (<5 fois / >5 fois)
Aucune association statistiquement significative n’est retrouvée entre le portage du SGB et la

toilette intime (p>0.05; p=0.08) (Fig. 38)
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Figure 38: Répartition du portage en fonction du nombre de toilette intime.

1.3.6. Antécédents

» Fausses couches
L’antécédent de fausse couche est retrouvé chez 79 patientes (16%): Quatre (5.1%) des
patientes avec prélévement positif et 75 (94.9%) avec prélevement négatif sans différence
statistiquement significative.

» GEU (Grossesse Extra-Utérine)
Treize patientes (2.6%) présentent un antécédent de GEU dont douze femmes avaient des

prélévements négatif, et une seule patiente présente un prélevement positif.

> Diabéte

Deux patientes (0.4%), dont le prélevement est négatif, ont un antécédent de diabéte.

> L'hypertension artérielle (HTA)
Cinguante-six patientes (11.3%) présentent une hypertension artérielle dont 7 (12.5%) avec
prélévement positif, et 49 (87.5%) avec prélevement negatif. Sur les 56 patientes, 15 femmes

enceintes (26.8%) présentent une hypertension artérielle gravidique.
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Note: I’HTA gravidique apparue généralement a partir de la vingtiéme semaine

d’aménorrhée.

» Anémie
Quatre-vingt-treize femmes présente une animé (18.8%) avec un prélevement négatif dont 43

(46.2%) présente une animé ferrosonal.

» Autres antécédents médicaux
Aucune association significative entre I’allergie, 1’asthme, RAA, 1’obésité...etc et le portage

de SGB n’est observé dans notre population.

» Mort néonatale
Vingt-huit patientes (5.6%), dont le prélevement est négatif, ont un antécédent de mort

néonatale.

» Tabagisme

Aucune de nos patientes n’est tabagique.

» Autres
Aucune de nos patientes n’a rapporté la notion d’interruption volontaire de grossesse ou de

mort perpartum ou de pyélonéphrite gravidique.

1.3.7. Parameétres inhérent a la grossesse actuelle
> Age gestationnel

L’age gestationnel a varié entre 3 et 41SA+2 Jours. (Analyser précédemment)

» Menace d’accouchement prématuré (MAP)
Quatre patientes (0.8%) présentent une menace d’accouchement prématuré, dont le

prélevement est négatif.

> Pyelonéphrite aigue gravidique

Aucune patiente n’a présenté une py€lonéphrite gravidique au cours de la grossesse.
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> Grossesse gémellaire
Nous avons recense trois cas (0.6%) de grossesse gémellaire dont le prélévement est négatif.

> Diabéte gestationnel
Quatre de nos patientes (0.8%) ont présenté de diabéte gestationnel au cours de la grossesse

actuelle.

» Reécapitulatif

La figure ci-dessous résume quelques facteurs de risques étudiés sur notre population.

Diabéte gestationnel
Grossesse gémellaire
MAP

Tabagisme

Mort néonatale
Anémie W Nbr

HTA
Diabéte

GEU

Fausses couches

0 20 40 60 80 100

Figure 39: Antécédents selon résultats des prélevements.

La Figure 40 résume les résultats de notre étude sur différents antécédents pathologiques des

patientes infectées.
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Figure 40: Répartition du portage de SGB en fonction des antécédents

Sur 44 femmes porteuses de SGB:

- 4 femmes (soit 9.09%) avaient connu une fausse couche.

- 2 femmes (soit 4.54%) avaient connu un avortement

- 1 seule femme avait une GEU.

- 7 femmes (soit 15.9%) avaient un HTA dont 2 femmes avaient un HTA gravidique.

*Aucun des antécédents précités n’est associé significativement au portage du SGB.

1.3.8. Les infections génitales

» Flore normal
Sur les 494 patientent incluse dans cette étude, la répartition des scores de Nugent ne variait
pas de maniére significative. Au total et en moyenne, 54% (267/494) des patientes avaient une
flore jugée normale (score compris entre 0 et 3) et 10.5% (52/494) avaient une flore jugée

comme intermédiaire (score compris entre 4 et 6). (Fig. 41).

-Observation microscopique a 1’état frais-
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Lacobacilles

-Observation microscopique apres coloration de Gram-

Figure 41: Observations microscopiques d’une flore normale a 1’état frais et apres coloration

de Gram des frottis vaginaux.

La pointe de la fléche montre I’espéce Lactobacillus attaché a une cellule épithéliale.
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> Flore déséquilibrée
Au totale 175/494 (35.4%) femmes enceintes ont donné lieu & la mise en évidence et/ou
I’isolement de levure et/ou vaginose et/ou Trichomonas vaginalis qui se répartissent comme
suit (Fig. 42):
- Vaginite a Trichomonas vaginalis: 4%
- vaginite Mycosique a Condida albicans: 61.1%
- Vaginose: 34.9%

W Vaginite aTV W Vaginite Mycosique M Vaginose

Figure 42: Répartition des infections vaginale.

Le taux le plus élevé des infections observé dans notre population est la vaginite mycosique

suivie par une vaginose et une vaginite a T.vaginalis.

> Diagnostic des infections
L’examen direct des frottis a 1’état frais et aprés la coloration de Gram nous a permet
d'observer s'il existe un déséquilibre de la flore bactérienne normale du vagin & partir de la
détermination de la présence ou I’absence des leucocytes, levures, Clue-celles, flore de

Doderlein et les cellules éphéthéliales ainsi que la mise en culture des frottis.

> Vaginite a T. vaginalis
L’examen direct montre des formes végeétatives ovotides et mobiles de Trichomonas vaginalis
Chez 7/175 femmes (Fig. 43).
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T Vag

Figure 43: Examen microscopique a ’état frais de T. vaginalis (TV).
» Vaginite mycosique

L’examen des secrétions vaginales a 1’état frais et aprés la coloration de Gram, au microscope

en phase liquide, les levures sont observés sous forme (Fig. 44);
- ovoide a I’¢état frais et apres la coloration de Gram.

- colonies blanchatres et muqueuses sur milieu Sabouraud.

-Observation macroscopique des levures-
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-Observation microscopique a I’état frais-

-Observation microscopique apres coloration-

-Observation microscopique apres coloration au bleu de méthyléne-

Figure 44: Observation macroscopique et microscopique des levures.

- Spores et filaments mycéliens liés aux cellules épithéliales (Fig. 45).

Figure 45: Examen microscopique (Gram) des levures
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» Vaginose

La plupart des laboratoires utilisent un schéma diagnostique objectif qui quantifie le nombre
de lactobacilles et de bactéries pathogenes. Ceci aboutit au calcul d’un score qui est utilisé
pour déterminer la présence ou non de I’infection. Le score de Nugent est le systéme le plus

couramment utilisé.

- Soixante-et-un patientes (12.3%) présentaient un score de Nugent entre 7 et 10, indiquant
I’existence d’une vaginose bactérienne. Les résultats sont illustrés dans la Figure 46.

- Présence de "clue cells™ (cellules épithéliales complétement recouvertes de petits bacilles
adhérant a la membrane cellulaire) a I'examen microscopique direct a I'état frais et apres
coloration de Gram.

- En paralléle, ces femmes présentent:

* un pH vaginal supérieur a 4,5,

* odeur caractéristique de «poisson pourri» imputable a la libération d'amines lors du test a la
potasse ou «Sniff test».

* présence des leucorrhées au microscope.

) P

Cellules
¢épithéliale

-a-Observation microscopique a 1’état frais- -b-Observation microscopique aprés coloration-

-c-Observation microscopique aprés coloration de Gram-
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Clue-cells

‘ -f-Observation microscopique aprés coloration de Gram-

Figure 46 (a-b-c-d-e-f): Observations microscopiques d’une flore de vaginose bactérienne

apres coloration de Gram des frottis vaginaux.

Il y’a une prolifération de plusieurs espeéces bactériennes et également des cellules
épithéliales, cllue-celles, avec absence de Lactobacillus.
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» Association entre le portage de SGB et les différents types d’infection.
La figure ci-dessous montre la répartition des femmes ayant un portage positif a SGB en
associant avec chaque type d’infection.
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Figure 47: Distribution du portage de SGB par rapport aux infections.

Ces données montrent que: 14.2%, 13.08% et 13.1% des femmes porteuses de SGB
présentent une infection de type; vaginite a T.vaginalis (p>0.05, p=0.88), vaginite mycosique
(p>0.05, p=0.79) et une vaginose (p>0.05, p=0.65) respectivement (Fig. 47).

- Aucune association statistique significative n’est observée (p>0.05).
En outre, ces données montrent que:
Sur les 175 cas infectés, nous avons constaté la présence d’infections mixtes;

- 24 femmes (13.7%) présentent une association entre deux infections dont 2/24 (8.3%)

présentent une association entre vaginite a T. vaginalis et vaginite mycosique et 22/24

(92%) entre la vaginite mycosique et la vaginose (Fig. 48).
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W Vaginite a TV et Vaginite Mycosique W Vaginite Mycosique et vaginose

Figure 48: Distribution des infections mixtes.
Sur I'ensemble des patientes présentant ces infections; 5 femmes sont porteuses de SGB
(20.8%) (Fig. 49).
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Figure 49: Distribution des infections mixtes en fonction du portage de SGB.

Le portage de SGB est pas significativement associé au portage des infections mixtes entre
vaginite a T. vaginalis et vaginite mycosique (p>0.05). Par contre une faible significativité
entre la vaginite mycosique et la vaginose et le portage de SGB (p ~0.05).

100



2. Analyse secondaire

2.1. Identification

2.1.1. Enrichissement

Les frottis génitaux sont placés dans un milieu d’enrichissement sélectif Todd Hewitt et
incubé a 37°C pendant 24h. Les croissances sont obtenues sur bouillon sélectif, on obtient en

fin de croissance un trouble visible a 1'ceil (Fig. 50).

Figure 50: Bouillon d’enrichissement TW aprés 24 h d’incubation

2.1.2. Culture
Le SGB produit une hémolyse de type béta appréciée sur gélose au sang. Elle apparait comme
une zone claire, assez large (3-4mm) autour des colonies. Parallelement, des colonies mauves

opaque apparaissent sur le milieu sélectif CHROM ™ agar Strep (Fig. 51).
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-b-
Figure 51: Culture de SGB sur géloses Columbia+5% de sang de mouton (sans et avec

milieux d’enrichissement) -a- et sur la gélose chromogéne CHROM agar™ StrepB -b-.

L’observation microscopique des colonies de SGB, montre des coques Gram positifs de 0,5 a
1um de diametre, présentant un groupement typique en diplocoques (deux coques) ou en
chainettes de longueur variable, immobiles, dépourvus de spores (Fig. 52) dont la réaction
catalase et oxydase est négative.
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Figure 52: Observation microscopique des colonies de SGB apres la coloration de Gram.

2.1.3. Identification

» Api 20 Strep
L’identification des souches isolées par systeme Api 20 Strep (BioMérieux, Meylan, France)
répond réellement aux profils numériques spécifiques a 1’espéce S. agalactiae. Leucine
aminopeptidase + (LAP), pyrrolidonyl arylamidase — (PYRA), hippurate + (HIP) et esculine
(ESC) (Fig. 53).
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Figure 53: Profil Api 20 Strep.

» Sérogroupage
La seconde technique affirme la présence de I’antigéne de groupe B de Lancefield.
Les résultats son interprété comme suit (Fig. 54);
Réaction positive: formation d’agglutinats rouge sur fand vert.
Réaction négative: suspension homogene brune.

Réactions non interpretable: faibles agglutinats sur fond brun.
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Figure 54: Identification de S. agalactiae par sérogroupage de Lancefield.

» Camp test
Le CAMP test a été utilisé pour une re-identification; aucune souche n'a donné un résultat

négatif. Nous avons remarqué une augmentation de I'hémolyse au niveau de la zone
d'intersection de la souche a tester du SGB et celle du Staphylococcus aureus (sécrétrice

d’une hémolysine); "résultat positif" (Fig. 55).
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Figure 55: Identification de S. agalactiae par Camp test.

» MALDI TOF-MS
Finalement une confirmation de I’identification par la spectrométrie de masse MALDI TOF-
MS de toutes les souches. Les résultats d’identification des bactéries donnent de trés bons
scores allant de 1.9 & 3 (Tab. 15).
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Tableau 15: Résultats d’identification par MALDI-TOF MS.

Strains Results
8 Streptococcus
(++)(A) agalactiae
18 Streptococcus
(++)(A) agalactiae
25 Streptococcus
(++)(A) agalactiae
27 Streptococcus
(++)(A) agalactiae
34 Streptococcus
(++)(A) agalactiae
43 Streptococcus
(++)(A) agalactiae
48 Streptococcus
(++)(A) agalactiae
56 Streptococcus
(+++)(A) agalactiae
58 Streptococcus
(++)(A) agalactiae
72 Streptococcus
(++)(A) agalactiae
100 Streptococcus
(+)(A) agalactiae
104 Streptococcus
(++)(A) agalactiae

2.2. Analyse des données

Score

105 Streptococcus
(++)(A) agalactiae
114 Streptococcus
(++)(A) agalactiae
123 Streptococcus
(++)(A) agalactiae
126 Streptococcus
(++)(A) agalactiae
129 Streptococcus
(+)(A) agalactiae
133 Streptococcus
(++)(A) agalactiae
145 Streptococcus
(++)(A) agalactiae
150 Streptococcus
(+)(A) agalactiae
151 Streptococcus
(+)(A) agalactiae
153 Streptococcus
(++)(A) agalactiae
201 Streptococcus
(++)(A) agalactiae
246 Streptococcus
(++)(A) agalactiae
262 Streptococcus
(++)(A) agalactiae

267 Streptococcus
(+)(A) agalactiae
277 Streptococcus
(+)(A) agalactiae
291 Streptococcus
(+)(A) agalactiae
29% Streptococcus
(+)(A) agalactiae
321 Streptococcus
(+)(A) agalactiae
329 Streptococcus
(+)(A) agalactiae
349 Streptococcus
(++)(A) agalactiae
354 Streptococcus
(+)(A) agalactiae
355 Streptococcus
(+)(A) agalactiae
366 Streptococcus
(+)(A) agalactiae
371 Streptococcus
(+)(A) agalactiae
478 Streptococcus
(+)(A) agalactiae
487 Streptococcus
(+)(A) agalactiae
494 Streptococcus
(+)(A) agalactiae

Le tableau ci-dessous résume les données majeures et les différences entre les souches de

SGB isolées a Guelma et a Marseille.

> Age

L’age des patients source varie de 1 an a 87 ans, ou la tranche de 26 ans a 40 ans est la plus

exposée du fait qu’elle soit la population la plus active. La tranche d’age >40 ans pouvant

présenter des tares (diabéte, hypertension, ...etc.) (Tab. 16).

» Source de prélévement

Comme le montre le tableau 16, les souches de S. agalactiae ont été isolées a partir de divers

prélévements, principalement des prélévements vaginaux qui représente 79.5% de toute la

collection. Par conséquent, le sexe féminin est prédominant dans la collection Marseillaise

(Tab. 16).
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Tableau 16: Provenance des 93 souches de Streptococcus agalactiae.
Souches Nature de prélévements Age Sexe
A2
A4

A6

i

A8

w

e}

oo

w

IS

27




A43
Ad4
M1
M2
M3
M4
M5
M6
M7
M8
M9
M10
M1l
M12
M13
M14
M15
M16
M17
M18
M19
M20
M21
M22
M23
M24
M25
M26
M27
M28
M29
M30
M31
M32
M33
M34
M36
M37
M38
M40
M41
M42
M43
M45

vaginal
vaginal
vaginal
vaginal
vaginal
vaginal
vaginal
vaginal
vaginal
vaginal
vaginal
vaginal
vaginal
urine
vaginal
vaginal
vaginal
vaginal
vaginal
vaginal
vaginal
vaginal
vaginal
vaginal
vaginal
vaginal
vaginal
hémoculture
vaginal
vaginal
vaginal
hémoculture
hémoculture
urine
hémoculture
vaginal
hémoculture

urine
hémoculture

hémoculture
urine
hémoculture

28
36
40

38
48
31
73
48
31

48
22
22
22
21
31
31
30
34
37
30
27
30

44
30
44
40
61
81
79
65
81
12
81
87
70
54
51
32
63

I M1 IT I I TTTITTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT T T T T T T T TT T
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M46
M47
M48
M49
M50
M52
M53

urine
urine
Urine
Urine
Urine
urine
hémoculture

81
19
54
20
40
39
55

I M mm T I T I

A. Algérie ; M. Marseille ; F. Femme ; H. Homme.

2.2.1. Biotypage des souches de S. agalactiae par MALDI-TOF MS

A partir des spéctres obtenus lors de I’identification des souches par MALDI TOF-MS, un

dendrogramme a été réalise on comparant les spectres des profils protéique des bactéries

obtenus avec les spectres présents dans la banque de données du MALDI grace au logiciel

Bruker Biotyper software 3.0, cette comparaison nos a permet d'avoir un aspect

épidémiologiques des souches qu'on a étudié (Fig. 56).

Le dendrogramme révéle que les souches isolées a Guelma, Algérie se regroupe dans un

méme cluster a la limite arbitraire 700 par rapport a celles isolées a Marseille, France (Fig.

56).
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Figure 56: Analyse typologique par MALDI-TOF MS des spectres de S. agalactiae isolé a

Guelma et a Marseille (MSP dendrogramme).
A. Souches Algérienne; M. Souches Francaise; C. Cluster (Groupe).
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Notre collection regroupe 93 isolats de S. agalactiae, 44 isolées de Guelma, Algérie dont la
totalité des souches sont d’origines vaginales, et 49 isolées de Marseille, France. La source la
plus répandue des isolats de Marseille était d’origine vaginale (30/49; 61,2%), suivi des
prélévements d’urine (20,4%) et d’hémoculture (18,4%) (Fig. 56).

Le MSP dendrogramme de nos isolats a réveélé trois groupes en fonction de l'origine
géographique a la limite arbitraire 700. Les 49 isolats de Marseille englobe 36 S. agalactiae
regroupés en deux clusters: groupe C1 (regroupe les prélevements vaginaux; n = 8
échantillons) et groupe C2 (regroupe les prélevements vaginaux; n = 9 et des hémocultures; n
= 9 et des urines; n = 10 échantillons). Inversement, un cluster C3 englobe 42 isolats de S.
agalactiae de Guelma (regroupant que les préléevements vaginaux).

Finalement; les clusters C1 et C2 étaient significativement associés aux isolats de Marseille,

tandis que le cluster C3 a été associée aux isolats algériens (p <10°®).

2.2.2. Détections des clones de virulence par MALDI TOF-MS

Supplémentairement, le MALDI-TOF MS nous a permet grace a I’extraction et ’analyse des
pics (Annexe 1 et Fig. 57) d’identifier une protéine a 6250-Da spécifique a la séquence type
ST-1 (et pas de pic de masse a 6888-Da) (n=15) et une protéine a 7625-Da spécifique a la
séquence type ST-17 (n= 3) (Figs. 58 et 59).
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Figure 57: Gel View (extraction des pics).

Cependant les pics a 6250-DA et 7625-Da était également présents dans d'autres séquences
types (STs), y compris ST-460, 2 ST-693 et ST 106 présenté dans la Figure 95.
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Figure 58: Détection rapide par MALDI-TOF MS des clones de virulences ST-1.

La zone rouge représente le pic qui distingue les souches ST-1 des autres séquences type (ST)

dans I’intervalle de 6200 a 7000 Da et absence de pic de masse a 6888 Da. Cette zone montre

un pic de masse a 6250 Da qui représente la séquence type ST-1.
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Figure 59: Détection rapide par MALDI-TOF MS des clones de virulences ST-17 (Pic
discriminant a 7625 DA).

La zone rouge représente le pic qui distingue les souches ST-17 des autres grandes souches
ST dans I’intervalle de 7100 a 7900 Da. Cette zone montre le pic de masse a 7625 Da qui

représente la séquence type ST-1.

Les intensités absolues des ions (en U.arb, Unités arbitraires) sont représentés sur I'axe des y,
et les masses de 1’ion (Da) sont indiqués sur l'axe x. La valeur m/z représente rapport masse
sur charge. Cette valeur correspond a la masse moléculaire de la protéine a une seule charge

positive.

2.3. Sensibilité aux antibiotiques

2.3.1. Résistance aux [-lactamines, aux aminosides et aux glycopeptides

En fonction des antibiotiques utilisés dans notre étude, les résultats révélent une activité a
100% sensible des antibiotiques suivant: OXA, CRO, PNG, AX, AMP, VA, CN, RA et PT
(Fig. 60).
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Figure 60: Profil d’antibiogramme de la souche (M4) sensible a la gentamycine,

pristinamycine, vancomycine, tétracycline, rifampicine et a la pénicilline.

2.3.2. Résistance aux Macrolides-Lincosammides-Synergestines (MLS) et au Cycline
(Tétracycline)

En analysant les profils de réesistance aux antibiotiques des souches de S. agalactiae étudiées,
on note une résistance tres élevé vis-a-vis au macrolide (érythromycine), a la clindamycine et
a la tétracycline (Tab. 17).

Parmi les 93 isolats cliniques, nous avons constaté que 37 sur 93 (40%) étaient résistants a
I'érythromycine (dont 20 sur 44 isolats a Guelma (45.4%) contre 17 sur 49 a Marseille
(34.7%), p=0,2913).

La résistance a la clindamycine a été trouvée dans 30,1% des isolats (19 SGB sur 44 isolés a
Guelma (43.2%) vis-a-vis 9 SGB sur 49 isolés a Marseille (18.36%, p= 0.0091).

En revanche, 100% des isolats de Guelma étaient résistants a la tétracycline contre 77,6% (38
SGB sur 49) isolats de Marseille (p= 0.0008) (Tab. 17).
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Tableau 17: Sensibilité aux antibiotiques des 93 souches de S. agalactiae.

Macrolide

Aminoside

<5}
=
=]
=%
(5]
o
o
(5}
=
O

Blactamines

Lincosamide
clindamycine

érythromycine

gentamicine

vancomycine
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Al10
All
Al2
Al3
Al4
Al5
Al6

A

17

Al8
Al9
A20

21
A22
A23

A
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11K

A24
A25
A26
A27
A28
A29
A30
A3l
A32
A33
A34
A35
A36
A37
A38
A39
A40
A4l
A42
A43
Ad4

M1

M2

M3

M4

M5

M6
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M7

M8

M9

M10
M11
M12
M13
M14
M15
M16
M17
M18
M19
M20
M21
M22
M23
M24
M25
M26
M27
M28
M29
M30
M31
M32
M33
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Le profil d’antibiogramme final est représenté dans la figure ci-dessous, a 1’aide du logiciel

~3.0 0.0 3.0
R R = R R
S SR TS5 B ma % A

M -0.0

Figure 61: Clustering Herarching des phénotypes de résistance utilisant le programme MeV.
Cette analyse donne un apercu géneral sur les taux de résistance observé dans notre collection.

*En fonction de la source de préléevement (incluant seulement les prélevements

vaginaux), les résultats sont interprété entre Guelma et Marseille comme suit;
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- La resistance totale a I'érythromycine est de 34 sur 74 (46%) (dont 20 sur 44 isolats a
Guelma (45.4%) contre 14 sur 30 & Marseille (46.6%), p= 0,91).

- La résistance a la clindamycine a été trouvée dans 37,8% des isolats (19 SGB sur 44
isolés a Guelma (43.2%) vis-a-vis 9 SGB sur 30 isolés a Marseille (30%), p= 0.25).

En revanche, 100% des isolats de Guelma étaient résistants a la tétracycline contre 86.6% (26
SGB sur 30) isolats de Marseille (p=0.012).

2.3.3. Phénotypes de résistance

Afin d’obtenir une meilleure interprétation des résistances bactériennes vis-a-vis des
molécules testées, les résultats de 1’antibiogramme sont traduits en phénotypes des
résistances.

Tous les phénotypes de résistance détectés sont fournis dans le tableau 18.

» Macrolides-Lincosammides-Synergestines (MLS)

Les résultats phénotypique sont interprétés dans le tableau 18 el la figure 62.

Tableau 18: Répartition des phénotypes de résistance de 37 isolats cliniques résistants a

I’érythromycine a Guelma et a Marseille.

Souches (n=37) Phenotypes (n)
Résistance aux macrolides
Guelma CMLSg (13)
n=20 (PV) iIMLSg (6)
M (1)
Marseille CMLSg (4)
n=14 (PV) iMLSg (5)
M (5)
n= 3 (Urine et hémo.) M (3)

PV. Prélevement vaginal.
L'analyse des résultats a montré que le phénotype cMLSg était significativement plus élevée
chez les isolats de Guelma par rapport a ceux de Marseille (p=0,011), tandis que le phénotype

M a été associe aux isolats de Marseille (p=0,002) (Tab. 18 et Figs. 63-65).
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Figure 62: Distribution des phénotypes de résistance entre Guelma et Marseille.

Le phénotype de résistance iMLSg est répartie en équilibre entre les isolats de Guelma et de

Marseille (p=0.968)

Phénotype MLSg constitutif (cMLSg): est rendu E résistant, DA résistant sans image
d’induction entre E et DA (Fig.63).

Figure 63: Phénotype MLSg constitutif.

Phénotype MLSg inductible (iMLSg): est rendu E résistant et DA sensible avec une image
d’induction entre E et DA (Fig.64).
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Figure 64: Phénotype MLSg inductible.

Phénotype M: est rendu érythromycine (E) résistant et clindamycine (DA) sensible sans

image d’induction visible (antagonisme) entre E et DA (Fig.65).

Figure 65: Phénotype M.

Note: D’apres les recommandations de CASM-2013/2014; devant une souche résistante a
I’érythromycine et sensible a spiramycine ou lincomycine ou clindamycine, la recherche du
caractére inductible de cette résistance est obligatoire (antagonisme érythromycine-
lincomycine). En 1’absence d’induction, répondre sensible a spiramycine, lincomycine et
clindamycine. En présence d’induction, répondre résistante a spiramycine, lincomycine et

clindamycine.

2.3.4. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) par E-test
La totalité de nos isolats sont sensibles aux R-lactamines. Les concentrations minimales

inhibitrices de toutes les SGB vis-a-vis la pénicilline est <0.25 pug/ml (Fig. 66).
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Figure 66: Détermination des CMIs d’une souche de SGB sensible a la pénicilline.

En outre; sur les 37 souches résistantes a 1’érythromycine, la CMI est >0.5 pg/ml (CASFM-

2013).
Les CMIs de I’érythromycine et de la clindamycine est réparties en fonction du phénotype de

résistance (Figs 67 et 68);

-Phénotype cMLSg: Erythromycine >8-256 pg/ml.
Clindamycine >8-256 pg/ml.

-a-
- Phénotype iMLSg: Erythromycine >4-8-256 pg/mil.
Clindamycine >0.125-0.5-8 pg/ml.
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Figure 67: E.test érythromycine et clindamycine (-a- cMLSg) et (-b- iMLSg).

- Phénotype M: Erythromycine >2-4-32 pg/ml.
Clindamycine >0.06/0.12-1pg/ml.

Figure 68: E.test érythromycine et clindamycine (M).

2.3.5. Détermination du support génétique de la résistance
Les résultats obtenus par PCR standard sont révélés par électrophorese en gel d’agarose.

Présence ou absence des bondes correspond & la présence ou I’absence des genes (Fig. 69).
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T- ALA2 A9 AI0 All1A12 AL3 Al4 AlS Al6 Al7 Al8 Al19 A22 A30  T- A3L A32 A4l A42 A43

T- A44 M6 M10 M11 M12 M13 M14 M19 T-

T- A32A41 A42 T- A44 M10 M1l M19 M21 T-

-a-

Electrophorése sur gel d’agarose des produits d’amplification par PCR du géne ermA.

T-
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T- A32 A42 A43 M1 M2 M6 MI12 M21 M25 M26 M29 M30 M37 M43 M45  T- M52 M53M46 M48

745Pb
590Pb 206Pb
ermA ermB
M M49 M50 M1 M2 M8 M50 M29 M31 M45 M46 M
-
317Pb
590Pb

-b-

Electrophorése sur gel d’agarose des produits d’amplification par PCR des génes ermA, ermB,
MefA/E et TetM.
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T- M10 M11 M13 M14 M19. A9 Al10 AT1"A12 A13 Al4 AI5A16 Al7 Al8 AlL9 A22 A30A31 A32 T-

T- A40 A417A42 A43 M1 M2 M6 M10 M11 T-

M T- A9 Al10 All Al2 A13 Al4 A15 T- M6 MI13 M14 M27 M37 M38 M43 M45

T- M12 M13 M14 M19 M27 M43 A9 T-

_C_
Electrophorése sur gel d’agarose des produits d’amplification par PCR des génes ermA, ermB

et MefA/E.
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T- A1 T- A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 AI0AILl Al2 A13A14A15 Al6 Al7 Al8 Al19 A20

T- A21 A22 A23 A24 A25 A26 A27 A28 A29 A30

T- A31 A32 A33 A34 A35 A36 A37 A38 T- A39 A40 A4l A42 A43 Ad4 M1 M2 T- M3 M5 M6

T — — — " W— — -

T- M7M8 M10 M11M12M13M14M15 M16 M17M18M19M20 T- M21 M22 M23M25M26

— — A — ——— — -

-d-

Electrophorése sur gel d’agarose des produits d’amplification par PCR du géne TetM.
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T- M27 M29 M30 M31 M32 M33 M34 M36 M37 M38 M40 T- M43 M45 M41 M42 M47 T-

T- M5 M6 M7 M8 M10 M1l M12 M13 M14 M15 M16 M17 M18 M19 M20 M21 M22 T-

T- M7 M8 M10 M12 M13 M14 M15 M16 T-

T- M29 M3132 M3436 M37 M38 M40 M41 42 M47 T- M48 M49 M52 M53 T-

Figure 69 (a-b-c-d): Electrophorése sur gel d’agarose 1% des produits d’amplification par
PCR. (Geénes; ermA, ermB, mefA/E, tetM et tetO)
M: marqueur de taille de I’ADN, Pb: paire de base.

Note: Toutes les tailles attendues des produits sont révélées par PCR.
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/ Al2

ermB
tetM

Al9 A30 M21

Figure 70: PCR Multiplexe de quelques souches de SGB.
M: marqueur de taille de I’ADN, Pb: paire de base.

2.3.6. Analyse des données
» Genes de résistance eu MLS

Parmi les 37 sur les 93 (40%) isolats résistants a I'érythromycine, le déterminant le plus
répandu de la résistance était le gene ermB (67,6%). Significativement le géne ermB été isolés
a Guelma (n= 18) par rapport a Marseille (n= 7, p= 0,001). Inversement le géne mefA/E
(16,2%) était plus fréquent dans les isolats de Marseille (n= 5) par rapport a ceux de Guelma
(n= 1, p= 0,044). Une exception s'est produite chez six souches qui présentent une
combinaison de génes; ermA/ermB (8,1%), représenté par un isolat a Guelma et deux isolats a
Marseille, et les génes ermA/mefA/E (8,1%) représentés par trois isolats qu’a Marseille (n=3)
(Tab. 19 et Fig. 71).

ermA+mefA/E

mefA/E

ermA+ ermB

ermB
0 5 10 15 20
ermB ermA+ ermB mefA/E ermA+mefA/E
W Marseille 7 2 5 3
W Guelma 18 1 1 0

Figure 71: Distributions des génes de résistance au MLS & Guelma et a Marseille.
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Dans notre étude, les souches porteuses du gene ermB expriment toutes un phénotype cMLSg,

alors qu’ermA s’exprime autant par un phénotype cMLSg que iMLSg. Les souches possédant

le géne mefA/E expriment toutes un phénotype M (Tab. 19).

Tableau 19: Répartition des souches en fonction de 1’expression des génes de résistance vis-

a-vis leurs phénotypes entre Guelma et Marseille.

Souches (n=37) Phénotypes (n) Génotypes (n)
Phénotypes de résistance Geénes de résistance
Guelma cMLSg (13) ermB (13)
n=20 (PV) IMLSg (6) ermA+ ermB (1)
ermB (5)
M (1) mefA/E (1)
Marseille CMLSg (4) ermB (4)
n=17 (PV) IMLSg (5) ermA+ermB (2)
ermB (3)
M (5) mefA/E (4)
ermA+mefA/E (1)
n=3 (Urine et hémocu.) M (3) mefA/E (1)

ermA+mefA/E (2)

> La résistance a la tétracycline
La résistance a la tétracycline représente 88.2% des souches (100% a Guelma et 77.5% a
Marseille). Le gene tetM a été détecté dans 100% des isolats de Guelma et 89,5% des isolats
de Marseille, tandis que le gene tetO a été retrouve dans 1,2% des isolats et une co-occurrence
de deux geénes; tetM et tetO. Cette derniére a été trouvée dans 3,7% des isolats qu’a Marseille

seulement. Cependant tetK et tetL n'ont pas été détectés dans nos isolats (Tab. 20 et Fig. 72).
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Figure 72: Distribution des genes de résistance a la tétracycline entre Guelma et Marseille.

Par ailleurs, nous avons observé que la majorité des isolats (96.4% ; n=27) portant le gene
ermB (n=28) héberge également le gene tetM (96,4%) (Tab. 31).

Tableau 20: Répartition des phénotypes et génotypes des souches de SGB résistantes a la
tétracycline entre Guelma et Marseille.

Souches (n=93) Phénotype (n) Génotype (n)
Résistance a la tetracycline Geénes de résistance
Guelma 44 tetM (44)
n=44 (PV)
Marseille 26 tetM (22)
n=30 (PV) tetO (1)
tetM+tetO (3)
n=19 (Urine et hémoc.) 12 tetM (12)

2.3.7. Séquencage et analyse des séquences

Aprés purification et séquencage des produits de PCR, les sequences obtenues sont corrigées
a I’aide du logiciel Codon Code Aligner. L’identification des geénes a été confirmée aprés
Blast et comparaison des sequences contre les bases de données ARGANNOT (Tab. 21) et
NCBI (Annexe 2)
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Tableau 21: Model du Blast sur ARGANNOT.

Résultots

Query id Database id % ldentity | Alignment length | Mismatches | Gap | QSS* | QSE** | DSS*** | DSE**** | e-value | Bit score

M6 (MLS)ErmA:X03216:4551-5282:732 79.59 196 40 0 589 2 6 201 2,00E-87 | 313

M6 (MLS)Erm33:AJ313523:163-894:732 67.69 195 63 0 586 2 7 201 4,00E-73 266

Le géne ermA M6 (MLS)ErmT:M64090:168-902:735 60.00 195 78 0 586 2 7 201 6,00E-63| 232
M6 (MLS)ErmY:AB014481:556-1290:735 55.90 195 86 0 586 2 7 201 4,00E-60 223

M6 (MLS)ErmC:M19652:988-1722:735 57.95 195 82 0 586 2 7 201 4,00E-60 223

Al5 (MLS)ErmB:M11180:714-1451:738 100.00 177 0 0 542 12 1 177 6,00E-98 348

Al5 (MLS)ErmY:AB014481:556-1290:735 53.11 177 83 0 536 6 4 180 5,00E-49 186

Al5 (MLS)ErmT:M64090:168-902:735 51.98 177 85 0 536 4 180 5,00E-47 179

Al5 (MLS)ErmC:M19652:988-1722:735 51.14 176 86 0 536 9 4 179 3,00E-46 177

Le géne ermB Al5 (MLS)ErmG:M15332:672-1406:735 51.11 180 87 1 542 1 180 2,00E-44 171
M12 (MLS)ErmB:M11180:714-1451:738 100.00 177 0 0 542 12 1 177 6,00E-98 348

M12 (MLS)ErmY:AB014481:556-1290:735 53.11 177 83 0 536 4 180 5,00E-49 186

M12 (MLS)ErmT:M64090:168-902:735 51.98 177 85 0 536 6 4 180 5,00E-47 179

M12 (MLS)ErmC:M19652:988-1722:735 51.14 176 86 0 536 9 4 179 3,00E-46 177

M12 (MLS)ErmA:X03216:4551-5282:732 48.31 178 92 0 536 3 4 181 1,00E-44 172

M1 (MLS)MefA:U70055:314-1531:1218 92.22 90 7 0 318 49 13 102 4,00E-44 160

M1 (MLS)MefA:U70055:314-1531:1218 92.86 14 1 0 44 3 104 117 4,00E-44 28.9

Le géne mefA/E M1 (MLS)MefB:FJ196385:11084-12313:1230 43.18 88 50 0 315 52 14 101 5,00E-17 78.2
M2 (MLS)MefA:U70055:314-1531:1218 92.22 90 7 0 317 48 13 102 1,00E-43 160

M2 (MLS)MefA:U70055:314-1531:1218 85.71 14 2 0 43 2 104 117 1,00E-43 27.3

M2 (MLS)MefB:FJ196385:11084-12313:1230 43.18 88 50 0 314 51 14 101 5,00E-17 78.2

A40 (Tet) TetM:U08812:1981-3900:1920 99.25 133 1 0 5 403 36 168 3,00E-72 262

A40 (Tet) TetO:M18896:207-2126:1920 76.69 133 31 0 5 403 36 168 7,00E-56 207

Le géne tetM A40 (Tet)TetS:L09756:447-2372:1926 82.40 125 22 0 5 379 36 160 2,00E-54 203
A40 (Tet)Tet-32:DQ647324:181-2100:1920 71.43 133 38 0 5 403 36 168 2,00E-53 199

A40 (Tet) TetW:AJ222769:3687-5606:1920 74.42 129 33 0 5 391 36 164 4,00E-53 198

M11 (Tet) TetM:U08812:1981-3900:1920 99.25 133 1 0 2 400 36 168 3,00E-72 262
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Résultots

M11 (Tet)TetO:M18896:207-2126:1920 76.69 133 31 0 2 400 36 168 7,00E-56 207
M11 (Tet)TetS:L09756:447-2372:1926 82.40 125 22 0 2 376 36 160 2,00E-54 203
M11 (Tet)Tet-32:DQ647324:181-2100:1920 70.90 134 39 0 2 403 36 169 1,00E-53 200
M11 (Tet) TetW:AJ222769:3687-5606:1920 74.42 129 33 0 2 388 36 164 4,00E-53 198
M37 (Tet) TetO:M18896:207-2126:1920 49.17 181 74 7 2 490 5 163 4,00E-32 129
M37 (Tet)TetO:M18896:207-2126:1920 84.21 76 12 1 79 306 28 102 1,00E-29 121
M37 (Tet)Tet-32:DQ647324:181-2100:1920 44.09 186 80 8 2 487 5 162 6,00E-27 112
M37 (Tet)Tet-32:DQ647324:181-2100:1920 71.05 76 22 1 79 306 28 102 2,00E-25 107
Le géne tetO M37 (Tet) TetW:AJ222769:3687-5606:1920 72.37 76 21 1 79 306 28 102 4,00E-26 109
M15 (Tet) TetO:M18896:207-2126:1920 99.38 161 1 0 2 484 5 165 1,00E-89 313
M15 (Tet)TetO:M18896:207-2126:1920 73.33 15 4 0 475 519 162 176 1,00E-89 | 29.6
M15 (Tet)TetM:U08812:1981-3900:1920 79.38 160 33 0 2 481 5 164 5,00E-71 258
M15 (Tet)Tet-32:DQ647324:181-2100:1920 78.75 160 34 0 2 481 5 164 2,00E-68 249
M15 (Tet)TetS:L09756:447-2372:1926 80.52 154 30 0 2 463 5 158 4,00E-68 249

Le pourcentage le plus élevé d’identité du blaste correspond au géne recherché.

Les résultats obtenues révelent que les génes qui codent pour la résistance a I’érythromycine appartenaient au variant ermA, ermB et mefA/E, et la

majorité des genes qui codent pour la résistance a la tétracycline appartenaient au géne tetM et une faible proportion du géne tetO.




2.3.8. Arbre phylogénétique

Résudtoty

Le logiciel MEGA 5 est un systéme intégré qui fournit des outils pour effectuer un alignement

automatique et manuel, inférer des arbres phylogénétiques, estimer des taux de 1’évolution

moléculaire, déduire des séquences ancestrales et de tester des hypothéses d’évolution. Son

objectif consistait a explorer, découvrir, et analyser ’ADN et les séquences protéiques dans

une perspective évolutive (Figs. 73-75).
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Figure 73: Arbre phylogénétique des génes ermA, ermB et mefA/E.
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L’emplacement des souches est exprimé en couleurs en fonction de la combinaison des génes;
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L’emplacement des souches est exprimé en couleurs en fonction de la combinaison des génes;

tetM/Algérie (Noir), tetM/tetO/Marseille (bleu), tetM+tetO (Vert).
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Figure 75: Position phylogénétique des génes de résistance.

L’emplacement des souches étudiées est exprimé en noir (isolats de Guelma) et en rouge
(isolats de Marseille) par rapport aux séquences universelles (GenBank) marqué en bleu.
Cette figure monte également la position et le regroupement des séquences parvenues entre
Guelma, Marseille et celles du GenBank, en fonction de la nature des genes.

La figure ci-dessus montre la répartition des génes de résistance dans notre population
analysée par le logiciel MeV
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Figure 76: Clustering Herarching des génes de résistances utilisant le programme MeV.

Cette figure montre que les genes ermB et TetM dominent notre collection.

2.3.9. Sérotypes moléculaires

Les images obtenues aprés électrophorése et révelation par trans-illumination montrent des
fragments de taille variable, allant de 521 a 1.826 paires de bases d’apres la méthode de
Poyart et al., (Annexe 3), et entre 179 et 688 pb d’aprés la technique de Imperi et al.,

(Annexe 4) en fonction des sérotypes.
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Nous avons aussi révelé la présence ou I’absence d’un sérotype par PCR monoplexe. Les

résultats sont représentés dans les figures ci-dessous.

A40 A4l A42 A43 M12 M13 M14

521Pb

A8 A9 Al10 All Al2 Al3 Al4 A15 C- Al6 Al7 Al8 A22 A30 A31 A32 A38 C-A39 A4l A42 A43

397Pb

A40 M1 M2 M6 C-M10 M11M12 M13 M14 M19 M21
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Figure 77: Typage moléculaire par PCR monoplexe.

A20 A33 M23 M6 M28 M34 A25 M15 Al7 A27 M5 Mi1i6 M30

NT Vi

Figure 78: PCR multiplexe de quelques souches sérotypés.

Note: Toutes les tailles attendues des produits sont révélées par PCR. D’autres résultats de

PCR sont illustrés dans I’annexe 5.

En fonction des fragments obtenus, nous avons pu déterminer les sérotypes de 87 sur 93
souches testées. Par contre, Six souches de Marseille sont non typable (absence des bondes);
M5, M16, M17, M22, M36 et M53.

» Prévalence et analyse des sérotypes
La distribution globale des sérotypes est mentionnée dans le tableau 22 et la figure 79 ci-

dessous.

282Pb
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Tableau 22: Répartition globale des sérotypes.

Sérotypes nb %
la 9 9,6
Ib 0 0
I 17 18,3
i 17 18,3
v 1 1,1
Vv 41 44,1
VI 0 0
VIl 1 1,1
VI 1 1,1
IX 0 0
NT 6 6,4

L’analyse des données montre que le sérotype V est prédominant dans notre étude (41, soit

44.1% des souches).

Hla Hlb HIl HIIl IV @V VI EVIl @Vl EIX ENT

1% ., ~0%

A4

0% \ ‘7%

1%

Figure 79: Reépartition globale des sérotypes.

Dix-sept souches sont des sérotypes Il et Il chacun (18.3% des souches). Le sérotype la est

présent chez moins de 10% des souches (9 souches). Finalement, les sérotypes IV, VIl et VIII

comptent chacun une seule souche.

144



Résudtoty

** |_a distribution des sérotypes en fonction de 1’origine des souches (Guelma vis-a-vis de
Marseille) a montré que;

Les isolats de Guelma ont été significativement associés au serotype V (21 souches/44 soit
47.8%) suivie des sérotypes 11 (25%), 111 (22.7%) et la (4.5%) (Fig. 80).

25
20
15
B Num
10
0 - —= . — s
la Ib 1] 11 1\ Y Vi Vi

Vil IX NT

(52}

Figure 80: Répartition des sérotypes identifiés a Guelma.

La répartition des sérotypes des souches isolées de Marseille sont distribuées comme suit: le
sérotype V (20 souches/49 soit 40.8%), I11 (14.3%), la et Il (12.3%). 2 % pour les sérotypes
IV, VII et VI chacun et finalement 12.2% des souches sont non typables (NT) (Fig. 81).
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Figure 81: Répartition des sérotypes identifiés a Marseille.
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Les différences proportionnel entres les deux régions est montré dans la figure 82.

W Guelma

W Marseille

VI iy

X NT

Figure 82: Répartition des sérotypes entre Guelma et Marseille.

Le type capsulaire V prédomine dans ces deux groupes, tandis que les souches non typables

dominent seulement la collection Marseillaise.

*les sérotypes des souches appartenant seulement au préléevement vaginaux dans notre
collection sont répartie comme suit; la (13.3%), Il (10%), 111 (13.3%), IV (3.3%), V (40%),
VIl (3.3%), VII (3.3%), et NT (13.3%). Ces données montrent que les sérotypes V et Il
dominent cette collection.

Note: Pour toutes les souches de sérotype Ill, la recherche du clone hyper-virulent 17 a été

effectuée. Seulement trois souches de sérotype Il posséde la séquence ST-17 qu’a Marseille.

2.3.10. Génotypage par Multi-Locus Séquence Typing (MLST)

L’enquéte sur la clonalité des 93 souches de S. agalactiae, a été faite par une amplification
par PCR standard et un séquencage des sept genes de ménage adhP, pheS, atr, gInA, sdhA,
glcK et tkt (Fig. 83) précédemment rapportés. Les sequences obtenues apres le séquencgage ont

été soumises a une base de données PubMLST (http://pubmlst.org/sagalactiae/), afin

d’accorder pour chaque géne un profil allélique. La combinaison des 7 alléles obtenue a partir
des 7 locus sélectionnée permet de définir une séquence type (ST) pour chaque souche. Les

résultats sont exprimes dans le tableau 23.
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Figure 83: Profil électrophoritique du géne adhp des 93 souches de SGB.

Le typage génomique multilocus (MLST) des 93 souches des SGB, a révélé qu’elles
appartiennent a 37 différents types de STs. La moitié des isolats sont regroupés dans les STs
les plus fréguemment rencontrés (ST-1, ST-10, ST-17, ST-19 et ST-23), quelques STs rares

HST-1
HST-8
M ST-10

— 6% M ST-19

L o 9
. 3% 5 ST-569
2% M ST-693*
i Autres

Figure 84: Reépartition globale des séquences types.

ont été rencontrés (Tab. 24 et Fig. 84).

La majorité des STs ont été décrits précédemment, en outre, 16 nouvelles séquences types ont
été identifiées pour la premiere fois dans le monde (nouvelles combinaisons d'alléles), 7 a
Guelma et 9 a Marseille (Fig. 85 et Tab. 23).
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L C | [ pubmlstorg/perl/bigsdo/bigsdb,pl?db=pubmlst_sagalactiae_seqdef8ipage=profileinfolscheme_id=1&profile_id=700 s

e _r___Ouen,-:Sequences|Eatchsequences\CamuareaHe\es\Fmﬂ\e-‘STlEatchpmﬂles|L\st\Erﬂme\Quen
PubMIS] / Douloag: Alles | WLST profles
T Links: Contents | Home ) Options | PUbMLST org | Isalate Database

Profile information for ST-700 (MLST)

ST adhP pheS atr ginA sdhA gicK tkt
1 LI T A 2|2

sen(ler: Aix-Marseille Univ., URMITE UM 63 CNRS 7278 IRD 158 INSERM L1905
curator:  Philippe Glaser, Pasteur Institute, France (E-mail: polaser@pasteur )
update history: |1 upaz= show details
date entered:  2014-04-20
datestamp:  2014-04-29

Client database

PubMLST isolates: Contains data for a collection of isolates that represent the tofal known diversity of Group B Streptacoccus. For every allelic profile inthe profiles database there should be east one corresponding isolate depasited here. Any isolate may be
submitted to this database and consequently it should be noted that it does not represent a population sample.

Figure 85: Soumission d’un nouveau ST dans la base de données Pub MLST (Capture écran).

Ces nouvelles séquences types ont été saisies dans la base de données S. agalactiae MLST
(http://pubmilst.org/sagalactiae) pour attribuer les nouveaux codes des STs; du 685 a 700 (Fig.
85 et Tab. 23).

Tableau 23: Profile alléliques (STs) des 93 souches de SGB.

Souches Alléles Séquence Type
adhP PheS AtR  GInA SdhA GlcK TKT ST
Al adhP:1  pheS:1 atr:2 gInA:1 sdhA:1  glcK:2  tkt: 2
A2 adhP:1  pheS:1 atr:2 gInA:1 sdhA:1 glcK:2  tkt: 2
A3 adhP: 1 pheS:1 atr:3 gInA:2 sdhA:2 glcK:2  tkt: 2 19
A4 adhP:1  pheS:1 atr:2 gInA:1 sdhA:1  glcK:2  tkt: 2 1
A5 adhP:1  pheS:1 atr:3 gInA:2 sdhA:2  glcK:2  tkt: 2 19
A6 adhP:1  pheS:1 atr:3 gInA:2 sdhA:2  glcK:2  tkt: 2 19
A7 adhP: 9 pheS:1 atr:4 gInA:1 sdhA:3  glcK:3  tkt: 2 10
A8 adhP: 9 pheS:1 atr:4 gIlnA:1 sdhA:3  glcK:3  tkt: 2 10
A9 adhP: 1 pheS:1 atr:3 gInA:2 sdhA:2  glcK:2  tkt: 2 19
Al0 adhP:1  pheS:1 atr:3 gInA:2 sdhA:2  glcK:2  tkt: 2 19
All adhP: 46  pheS:1 atr:3 gInA:2 sdhA:2  glcK:2  tkt: 2 233
Al2 adhP:1  pheS:1 atr:3 gInA:2 sdhA:2  glcK:2  tkt: 2 19
Al3 adhP:1 pheS: atr:2 gInA:l  sdhA:1  glcK:2  tkt: 2 460
33
Al4 adhP: 118 pheS:1 atr:3 gInA:2 sdhA:2  gleK:2  tkt: 2 685*
Al5 adhP:1  pheS:1 atr:2 gIinA:1l sdhA:1l glcK: 2 tkt: 2 1
Al6 adhP:1  pheS:1 atr:3 gIlnA:2 sdhA:2  glcK:2  tkt: 2 19
Al7 adhP: 5 pheS:4 atr:6 gInA:3 sdhA:2 glcK:54  tkt: 54 686*
Al8 adhP:1  pheS:1 atr:3 gInA:2 sdhA:35 glcK:2  tkt: 2 687*
Al9 adhP: 1 pheS:1 atr:3  gInA:  sdhA: 29 glcK:2  tkt: 43 688*
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M19 adhP: 9 pheS:1 atr:4 gInA:1 sdhA:3  glcK:3  tkt: 2 10
M20 adhP: 4 pheS:1 atr:4 gInA:1 sdhA:3  gleK:3  tkt: 2

M21 adhP: 1 pheS:1 atr:2 ginA:1 sdhA:1  gleK:2  tkt: 2

M22 adhP: 1 pheS:1 atr:2 gInA:1 sdhA:1  gleK:2  tkt: 2

M23 adhP: 5 pheS:4 atr:6 gInA:3 sdhA:2  gleK:1  tkt: 3 23
M24 adhP: 46  pheS:1 atr:3 gInA:1 sdhA:1  glcK:2  tkt: 2 697*
M25 adhP: 1 pheS:1 atr:3 gInA:2 sdhA:2  glcK:2  tkt: 2 19
M26 adhP: 46  pheS:1 atr:2 gInA:1 sdhA:1  glcK:2  tkt: 2 693*
M27 adhP: 5 pheS:4 atr:6 gInA:3 sdhA:2  glcK:1  tkt: 3 23
M28 adhP: 1 pheS:1 atr:3 gInA:5 sdhA:2  glecK:2  tkt: 2 28
M29 adhP: 46  pheS:1 atr:2 gInA:1 sdhA:1  glcK:2  tkt: 2 321
M30 adhP: 1 pheS:37 atr:2 gInA:1 sdhA:22 glcK:2  tkt: 2 698*
M31 adhP: 4 pheS:1 atr:4 gInA:1 sdhA:3  gleK:3  tkt: 2 8
M32 adhP:5  pheS:4 atr:6 gInA:3 sdhA:2  glcK:1  tkt: 3 23
M33 adhP: 1 pheS:1 atr:2 gInA:1 sdhA:1  gleK:2  tkt: 2 1
M34 adhP: 2 pheS:1 atr:1 gInA:2 sdhA:1  gleK:1  tkt: 1 17
M36 adhP: 4 pheS:1 atr:4 gInA:1 sdhA:3  glcK:3  tkt: 2 8
M37 adhP: 1 pheS:1 atr:3 gInA:4 sdhA:2  glcK:5  tkt: 2 106
M38 adhP: 9 pheS:1 atr:1 gInA:1 sdhA:3  gleK:1  tkt: 2 569
M40 adhP: 5 pheS:4 atr:4 gInA:3  sdhA:2  glcK:3  tkt: 3 24
M41 adhP: 10  pheS:1 atr:2 gInA:1 sdhA:1  glcK:3  tkt: 2 699*
M42 adhP: 1 pheS:1 atr:2 gInA:1 sdhA:1  gleK:2  tkt: 2 1
M43 adhP: 1 pheS:1 atr:2 gInA:1 sdhA:1  gleK:2  tkt: 2 1
M45 adhP: 1 pheS:1 atr:2 gInA:37 sdhA:1  gleK:2  tkt: 2 700*
M46 adhP: 1 pheS:1 atr:2 glnA:l  sdhA:1  gleK:2  tkt: 2 1
M47 adhP: 1 pheS:1 atr:3 gInA:2 sdhA:2  gleK:2  tkt: 2 19
M48 adhP: 1 pheS:1 atr:3 gInA:2 sdhA:2  gleK:2  tkt: 2 19
M49 adhP: 1 pheS:4 atr:3 gInA:2 sdhA:2  glcK:2  tkt: 2 190
M50 adhP: 2 pheS:1 atr:1 gInA:2 sdhA:1  gleK:1  tkt: 1 17
M52 adhP: 1 pheS:1 atr:3 gInA:2 sdhA:2  gleK:2  tkt: 2 19
M53 adhP: 9 pheS:1 atr:4 gInA:1 sdhA:3  glcK:3  tkt: 2 10

*Les nouveaux STs révélés dans cette étude.

Les séquences types les plus représentés dans cette étude sont; le ST-1 (15 souches soit
16.1%), le ST-8 (6 souches soit 6.5%), le ST-10 (6 souches soit 6.5%), le ST-17 (3 souches
soit 3.2%), ST-19 (22 souches soit 23.7%) et le ST-23 (8 souches soit 8.6%) (Tab. 24).
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Tableau 24: Distribution des séquences type (STs) entre Guelma et Marseille.

ST Origines des souches (n) Nb (totale) %
ST-1 G (9)- M (6) 15 16,1
ST-8 G (0)- M (6) 6 6,5
ST-10 G (4)-M (2 6 6,5
ST-17 G (0)-M(3) 3 3,2
ST-19 G (15)- M (7) 22 23,7
ST-23 G (0)- M (8) 8 8,6

ST-569 G (1)-M (1) 2 2,1
ST-693* G (0)- M (2) 2 2,1
Autres G (15)- M (14) 29 31,2
Totale G (44)- M (49) 93 100

G, Guelma; M, Marseille; ST, Séquence Type; *Nouveau ST

Les sequences type les plus rependus a Guelma sont; le ST-19 suivi par le ST-1, par contre a
Marseille les séquences types sont réparties quasiment en équilibre; ST-23, ST-19, ST-1 et
ST-8 (Fig. 86).
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Figure 86: Distribution des STs entre Guelma et Marseille.

L’analyse des résultats montre que le ST-19 et le ST-1 sont les plus fréquents dans les isolats
de Guelma en comparant avec ceux de Marseille (STs; ST-1, ST-8, ST-17 et ST-23).

Note: Vu que la totalité des souches isolées dans notre collection est d’origine vaginal, il n’y
avait pas de différence significative entre la distribution des séquences types représentant

seulement les souches d’origine vaginale par rapport & la distribution globale.
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2.3.11. Position phylogénétique des souches

L’ Arbre phylogénétique est déduit de la concaténation des séquences partielles des sept génes
de ménage. Les séquences obtenues ont été alignées par le logiciel ClustalX, ensuite analysées
par le logiciel Mega version 5, en utilisant la méthode Neighbourjoining avec le modéle de
distance parametre Kimura; les valeurs de bootstrap sont exprimées en pourcentage de 1000

répétitions et présentées a un point de branchement (Fig. 87).
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Figure 87: Arbre phylogénétique des 93 souches de S. agalactiae déduit de 1’analyse MLST.
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Comme le montre la figure 87, l'analyse de I’arbre phylogénétique a partir de la
concaténation de ces séquences partielles, révéle la présence de différentes lignées génétiques
entre les isolats de Guelma et de Marseille chaqu’un a part. Les souches de méme ST sont

regroupees ensembles et elles sont supportées par la méme branche.

» Complexes clonaux (Analyse eBURST)
L’analyse des souches avec le logiciel eBURST (précédemment détailler dans la partie
Matériel et Méthodes) a permis de regrouper les souches de SGB dans Cing grands complexes
clonaux, CC-19, CC-1, CC- 10, CC-23 et CC-17 (Tab. 25 et Figs. 88-91).

Note: Un groupe est considéré comme un complexe clonal si tous les membres possédent des

alleles identiques pour 6 des 7 loci avec au moins un autre membre du groupe.

Tableau 25: Répartition des complexes clonaux entre Guelma et Marseille.

CGCs Origines des souches (n) Nb %
CC1 G (11)- M (12) 23 24,7
CC10 G (6)- M (11) 17 18,3
CC17 G (0)- M (3) 3 3,2
CC19 G (23)- M (10) 33 35,5
CCz23 G (1)- M (10) 11 11,8
Singletons G (3)-M@3) 6 6,5
Totale G (44)- M (49) 93 100

La prévalence des différents complexes clonaux au sein de 1’ensemble de la population
étudiées est la suivante;
- le CC19 (33 souches soit 35.5%) et CC1 (18 souches soit 24,7%) regroupant la
combinaison des isolats de Guelma et de Marseille.
- les CCs; CC10 (17 souches soit 18.3%), CC17 (3 souches soit 3.2%) et CC23 (11
souches soit 11.8%) regroupent la majorité des isolats de Marseille (Fig. 87).
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Figure 88: Distribution des CCs entre les isolats de Guelma et de Marseille.

Sur la population étudiée, Trente-et-un STs ont été regroupés dans 5 CCs, tandis que 6 STs
(STs, 686, 688, 563, 695, 698 et 699) n’appartiennent a aucun complexe clonal (singleton)
(Fig. 89). Parmi ceux-ci, 93,5% (87/93) des isolats ont été discernés dans les 5 CCs; CCl1,
CC10, CC17, CC19 et CC23; 6,5% (6/93) des isolats ne faisait partie d'un aucun cluster.

ECC1

H CC10
M CC17
HCC19
M CC23

H Singletons

3%

Figure 89: Répartition globale des Complexes Clonaux (CCs).

Certains complexes clonaux sont composé€s majoritairement d’un seul ST; c’est le cas du
CC17 qui ne contient que 3 STs dont le ST-17. Les autres complexes clonaux sont représentés
par un nombre plus grand de ST, méme s’il existe un ST prédominant (CCs; 1, 19 et 23) (Fig.
87).
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Logiquement, il existe un fort lien entre les STs fondateurs et les CCs. Le tableau ci-dessous
montre cette relation.

Tableau 26: Répartition des Séquence Types (STs) dans les complexes clonaux.

STs/CCs CC-1 CC-10 CC-17 CC-19 CC-23 Sing

ST-1 15
ST-8 6
ST-10 6
ST-17 3
ST-19
ST-23 8
ST-24 1 1
ST-28
ST-106 1
ST-158 1
ST-166 1
ST-190 1
ST-233 1
ST-241 1
ST-320 1
ST-321 1
ST-460 1
ST-521 1
ST-563 1
ST-569 2
ST-677 1
ST-685* 1
ST-686* 1
ST-687* 1
ST-688* 1
ST-689* 1
ST-690* 1
ST-691* 1
ST-692* 1
ST-693* 2
ST-694* 1
ST-695* 1
ST-696* 1
ST-697* 1
ST-698* 1
ST-699* 1
ST-700* 1
Total (37) 23 17 3 33 11 6

Les valeurs du tableau correspondent au nombre de souches.
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Le plus grand complexe, le CC19, se compose de 12 STs en majorité des souches appartenant
au ST-19 (n=22). Les autres STs sont en proportion beaucoup moins importante (Tab. 26).

Le complexe clonal CC10, comprend 6 STs dont les ST-8 et ST-10 qui prédominent on
proportion équilibré (n=6 pour chaque ST), par conséquent on peut nommer se complexe par
le CC8-10. Le complexe clonal CC23 comprend 4 STs (le ST-23 avce 8 isolats, ST-24 et deux
autres STs). Finalement le plus petit groupe (CC17), comprend trois isolats seulement. (Tab.
26 et Fig. 87).

Dans ces complexes clonaux, on retrouve aussi 16 nouveaux STs répartis dans les différents
CCs.

Les résultats analysés par le logiciel eBURST sont représentés dans les figures ci-dessous
(Figs. 90 et 91).
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Figure 90: Diagramme eBURST représentant les STs révélés dans cette étude.

Trente-sept profils alléliques différents (Séquence Types; STs) ont été identifiés par MLST et les complexes clonaux (CC) regroupant les souches

partageant au moins cing alléles identiques sur sept qui ont été définis.
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Figure 91: Diagramme eBURST représentant les STs révélés dans cette étude contre les différentes STs présents dans la base de donné
d’eBURST.
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Dans le diagramme (Fig. 91), chaque groupe est representé avec le fondateur principal en bleu

et les STs fondateurs de sous-groupe en jaune. La surface du cercle est proportionnelle a la
prévalence du ST dans la population étudiée. Tous les descendants des fondateurs sont
représentes disposés en cercle.

Tous les STs reliés entre eux possedent les mémes alleles pour six des sept loci avec au moins
un autre isolat dans le groupe et sont donc considérés comme appartenant au méme complexe
clonal. La population entiére peut étre représentée sur un diagramme unique, appelé

«Instantané de la population».

Les STs colorés en Mauve et Vert représentent les STs révéler dans cette étude, en incluant

les nouveaux STs additionné dans la base de donnée du logiciel e BURST.

2.3.12. Corrélation entre genes de résistance, sérotypes, séquences types et complexes

clonaux des souches de S. agalactiae isolées de Guelma, Algérie et de Marseille, France
> Résistance aux MLS et sérotypes capsulaire
La résistance aux antibiotiques (macrolide) varie également selon le type capsulaire (Tab. 27

et Fig. 92).

Tableau 27: Résistance aux macrolides selon le type capsulaire.

Sérotypes/Résistance aux SS RS (M RR RR
Macrolides phénotype) (cMLSp) (iMLSg)
la 7 2
I 9 3 5
i 10 3 4
v 1
\% 21 4 9 7
VIl 1
VI 1
NT 6
Total 56 9 17 11

S. Sensible ; R. Résistant.
SS, RS et RR ; représentent la sensibilité et la résistance a I’érythromycine et a la

clindamycine respectivement.
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* |es souches de serotype V sont plus souvent résistantes, 48.8% des souches sont résistantes a

I’érythromycine et 39% sont résistantes a 1I’érythromycine et a la clindamycine respectivement
suivie par le sérotype Il avec un taux de résistance de 47.05% (Tab. 27 et Fig. 92).

* |a totalité des souches NT (n=6) sont sensible.

Total
NT
Vil
17}
2 Vi mss
>
e Vv P
e H RS (M phénotye)
2w
I RR (cMLSB)
1
) B RR (iMLSB)
la

60 80 100
%

Figure 92: Répartition du taux de la résistance en fonction du sérotype.

-Souches sensibles a 1’érythromycine et a laclindamycine (SS).
-Souches résistantes a 1’érythromycine et sensibles a la clindamycine (RS), phénotype de résistance M.
-Souches résistantes a 1I’érythromycine et a la clindamycine (RR), phéntotypes de résistance iMLSg et ¢ MLSg.

Néanmoins, les souches de sérotype V semblent davantage résistantes aux macrolides que les

autres, mais la différence n’est pas significative (p>0.05; p=0.1156).

Les résultats récapitulatifs sur la répartition des genes de résistance aux MLS et a la
tétracycline en fonction du type capsulaire entre les isolats de Guelma et de Marseille sont

mentionnés dans le tableau 31 et la figure 95.
Note: la résistance a la tétracycline est étalée sur tous les types capsulaires.
» Reésistance aux MLS et complexes clonaux

La sensibilité aux macrolides varie également selon 1’appartenance aux complexes clonaux
(Tab.28).
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Tableau 28: Résistance aux macrolides selon I’appartenance aux complexes clonaux.

CCs/Résistance aux macrolides SS RS (M phénotyep) RR (cMLSg) RR (iMLSg)

CC-1 11 3 8 2
CC-10 16 1
CC-17 3
CC-19 19 1 7 8
CC-23 6 5

Singletons 4 1 1
Total 56 9 17 11

*95% des souches des CC10 et CC17 sont sensibles aux macrolides.
* 48.6% des souches des CCs; CC1l, CC19 et CC23 sont globalement plus resistantes

(essentiellement liés aux sérotypes Il et V) (Fig. 93).

Singletons
CC-23
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B RR (cMLSB)
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CC1

0% 20% 40% 60% 80% 100%
%

Figure 93: Résistance aux macrolides selon I’appartenance aux complexes clonaux.

-Souches sensibles a 1’érythromycine et a laclindamycine (SS).
-Souches résistantes a 1’érythromycine et sensibles a la clindamycine (RS), phénotype de résistance M.
-Souches résistantes a 1’érythromycine et a la clindamycine (RR), phéntotypes de résistance iMLSg et ¢ MLSg.

La corrélation entre la résistance aux MLS en fonction des séquences type entre les isolats de
Guelma et de Marseille sont notés dans le tableau 31. La résistance a la tétracycline est

répartie au sein des Cing complexes clonaux étudiés incluant les différentes STs (Fig. 95).
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Note: la répartition des genes de résistance entre les isolats (au sein de différents types

capsulaire) dans cette étude étaient en accord avec le phénotype de résistance associé aux
macrolides (Tab. 31 et Fig. 95).
On plus, la présente étude montre une association significative entre le ST-23 et le phénotype
M (p= 10") (Tab. 31 et Fig. 95).

> Sérotypes capsulaire et séquences types
Le tableau suivant montre 1’existence d’une forte corrélation entre les différents STs et les

differents sérotypes.

Tableau 29: Distribution des STs au sein des types capsulaires.

STs/Sérotypes la 11 1] v Vv VII VI NT
ST-1 3 11 1
ST-8 2 1 3

ST-10 5 1
ST-17 3
ST-19 1 12 9
ST-23 5 2 1
ST-24 1
ST-28 1
ST-106 1
ST-158 1
ST-166 1
ST-190 1
ST-233 1
ST-241 1
ST-320 1
ST-321 1
ST-460 1
ST-521
ST-563 1
ST-569 2
ST-677 1
ST-685* 1
ST-686* 1
ST-687* 1
ST-688* 1
ST-689* 1
ST-690* 1

ST-691* 1
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ST-692* 1

ST-693* 2

ST-694* 1

ST-695* 1

ST-696* 1
ST-697* 1

ST-698* 1

ST-699* 1

ST-700* 1
Total (37) 9 17 17 1 41 1 1 6

*NST. Nouvel Séquence Type; Les valeurs du tableau correspondent au nombre de souches.

L’analyse des données montre que,

* les STs, 1, 10, 19 et 23 sont majoritairement liés aux types capsulaires; V, II, 1l et la
respectivement.

* les NSTs sont représenté par 7 isolats a Guelma et 9 a Marseille (p= 0.7538) (Tab. 31). Le
lien entre ces NSTs et le sérotype V (10/16 NSTs hébergent le sérotype V) est significatif (p=
0.0289) dans notre étude.

La distribution des STs au sein des sérotypes capsulaire entre les isolats de Guelma et de

Marseille est notée dans le tableau 31.

> Sérotypes capsulaire et complexes clonaux

Assez logiquement, il existe également une forte corrélation entre les complexes clonaux et
les sérotypes (Tab. 30). 82,6% de sérotype V regroupent dans le clonal complexe CC1 (ST-
1/V, p= 0,012), 72,7% de sérotype la GBS ont été regroupés dans le CC23 (ST-23/la, p=107"),
100% de sérotype 111 GBS ont été regroupés dans le CC17 (ST-17, p= 10™) et 70,6% de
sérotype 11 et les isolats non typable regroupent dans le CC10 (ST-10/11, p= 2.10”and ST-
8/NT, p= 7.10°). En revanche, 45,4% des sérotypes Ill et \/ ont été regroupés dans le CC19
(ST-19/111, p= 4.107 and ST-19/V, p= 0,7312). Pour les autres STs, aucune prédominance ne
ressort (Tab. 30).
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Tableau 30: Corrélation entre complexes clonaux et sérotypes.

CCs/Sérotypes la I i v \ VIl VIl NT

CC-1 3 19 1 1
CC-10 4 5
CC-17 3

CC-19 1 3 14 15

CC-23 8 2 1

Singletons 2 1 2 1
Total 9 17 17 1 41 1 1 6

L'analyse MLST a montré pareillement que; les souches appartenant au CC17 sont toutes de

sérotype 111 (p= 10™) et les souches du CC1 et CC23 appartiennent quasiment toutes au

sérotype V (P= 107) et la (p<10™) respectivement. Les complexes clonaux CC10 et CC19

sont un peu plus hétérogénes méme si chacun d’eux est représenté par un sérotype

majoritaire; 11 (p= 0.006) et Il (p= 7.10°) respectivement. Ainsi, la totalité des souches non

typables (NT) est quasiment limitée & un complexe clonal unique CC10 (p= 2.10"°) (Fig. 94).

Pour les sérotypes 1V, VII et VIII, le nombre de souches est insuffisant pour déterminer une
tendance (Fig. 93).
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Figure 94: Répartition des sérotypes au sein des complexes clonaux.
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Tableau 31: Corrélation entre genes de résistance, sérotypes capsulaire et séquences types des souches de S. agalactiae isolées a Guelma,

Algérie et a Marseille, France.

Sérotypes  Origine
(n)

A
F

la (9)
A

11 (17) F
A

11 (17)
F

Source et
nombre
d'isolats

Vaginal (2)
Vaginal (4)
Urine (2)
Hémoc. (1)

Vaginal (11)

Vaginal (3)
Hémoc. (3)

Vaginal (10)

Vaginal (4)
Urine (3)

Phénotypes
(n)

M (2)

cMLSg (4)
M (1)
CcMLSg (1)
M (2)

cMLSs (2)
iMLSg (2)

cMLSs (1)
iMLSs (2)

Geénes de résistance

Résistance aux Macrolides

mefA/E (2)

ermB (4)
mefA/E (1)
ermB (1)
mefA/E (2)

ermB (2)
ermA+ermB (1)
ermB (1)
ermB (1)
ermA+ ermB (2)

Résistance a la Tétracycline (n)

tetM (2)
tetM (5)
tetM+tetO (1)

tetM (11)

tetM (5)

tetM (10)

tetM (5)
tetO (1)

Séquence types (n)

ST-158, ST-166
5(ST-23), ST-24, ST-320

4(ST-10), 3ST-1
ST-19, ST-241, ST-563, ST-569
2(ST-23), ST-10, ST-28, ST-569
ST-699"°7

9(ST-19), ST-691"T

3(ST-17), 3ST-19, ST-106
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1V (1) F Vaginal (1)
A Vaginal (21)

F Vaginal (12)

V (41) Urine (5)
Hémoc. (3)
VII (1) F Vaginal (1)
VI (1) F Vaginal (1)
NT (6) F Vaginal (4)
Hémoc. (2)

cMLSs (7)
iMLSg (4)

cMLSE (2)
iMLSg (3)
M (4)

ermB (7)
ermB (4)

ermB (2)

ermB (3)

mefA/E (1)
ermA+mefA/E (3)

tetM+tetO (1)
tetM (21)

tetM (13)
tetM+tetO (1)

tetM (1)

tetM (5)

ST-695""
6(ST-1), 5(ST-19)
ST-233, ST-460, ST-521, ST-677
(ST-685,686,687,688,689,690)N°"

5(ST-1), 4(ST-19), 2(ST-8)
ST-23, ST-190, ST-321
(2(ST-693),692,694,697,700)N°T

ST-8
698NST
3(ST-8), ST-1, ST-10

c/iMLSg, constitutifs/ inductibles macrolides, lincosamides et streptogramines résistance de type B; ermA/B, érythromycine ribosome methylase

de type A/B; M, résistance aux Macrolides; Mef; macrolides efflux; tet, Tétracycline; NT, non typable; ST, Séquences Type; NST, Nouvel

Séquence Type; A, I'Algérie et F, France ; Hémoc. , Hémoculture.
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L'analyse de nos réesultats a montré que le phénotype cMLSg était significativement plus

élevée chez les isolats de Guelma par rapport a ceux de Marseille (p= 0,011), exprimé par le
géne ermB, tandis que le phénotype de résistance M a éte associé aux isolats de Marseille (p =
0,002), exprimé par le géne mefA/E et associé & la séquence type ST-23 (p= 107) (Tab.31 et
Fig. 95).

» Structure et position phylogénétique récapitulatif
Un arbre phylogénétique a été réalisé, avec les logiciels MEGA 5 (Fig. 95).
En analysant le dendrogramme avec les résultats obtenus par eBURST, il apparait que, de
maniére générale, les souches d’un méme complexe clonal sont représentées sur la méme
branche.
Les souches d’un méme complexe clonal sont généralement représentées sur la méme
branche. Seuls les complexes clonaux CC10, CC17 et CC23 sont représentés sur la méme
branche et semblent étre relativement proches, alors que les autres complexes clonaux sont
chacun sur une branche différente des autres et semblent donc plus indépendants les uns des
autres. Les souches de ST-686, ST-698 et ST-688 n’appartiennent pas au complexe clonal
dont font partie les autres souches de leur branche (Fig. 94).
La diversité des souches a différé en fonction des populations de souches étudiées entre Guelma et

Marseille.
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CCs, complexes clonaux; ST, Séquence type; * Nouveau ST; NT, non typable; c/iMLSg,

constitutifs/ inductibles macrolides, lincosamides et streptogramines résistance de type B;
ermA/B, érythromycine ribosome méthylase de type A/B; M, résistance aux macrolides
(phénotype M). Mef, Macrolide efflux; RF, Souche de Référence.

Un pic de masse a 6250 Da (et absence de pic de masse a 6888 Da) identifie les souches de
SGB appartenant a la séquence type ST1.

Un pic de masse a 7625 Da identifie les souches de SGB appartenant a la séquence type
ST17.

Figure 95: Arbre Neighbor-Joining (phylogénétique) de 37 STs construits a partir d’analyse
multilocus sequence typing (MLST) en utilisant le programme Mega 5 des 93 isolats de

S. agalactiae inclus dans la présente étude.

Le dendrogramme montre la diversité génétique et la caractérisation phénotypique de S.
agalactiae résistants au macrolide et a la tétracycline, les relations génétiques entre les

différents sérotypes, genes de résistance, séquences type et les complexes clonaux.

> Corrélations entre génes de résistance, sérotypes capsulaire et séquences types
selon la source des souches entre Guelma et Marseille
La répartition des isolats en fonction de la nature de prélevement est détaillée dans le tableau

ci-dessous.
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Tableau 32: Corrélations entre phénotypes de résistance, sérotypes, et séquences types (STs) des souches isolées en fonction du site de

préléevement entre Guelma et Marseille.

Sites Phénotyoe de résistance aux Sérotype capsulaire (n) STS (n)
d'isolement MLS (n)
(n)
Guelma PV MLSb-c (13), MLSb-i (6) et la (2), I1 (11), 111 (10) et V (21) ST19 (15), ST1 (9), NST (7) et ST10 (4)
(n=44) maternel M (1) + aucune résistance STs; 158, 166, 233, 241, 460, 521, 563, 569 et 677
(n=44) (24)
Marseille PV MLSb-c (4), MLSb-i (5) et M la (4), I (2), 111 (4), IV (1), V. NST (8), ST1 (2), ST8 (5), ST10 (2), ST17 (1), ST19
(n=49) maternel (5) + aucune résistance (16)  (13) et VII (1), NT(4), VIII (1) (3), ST23 (6), ST106 (1), ST 320 (1) et ST321 (1)
(n=30)
Urine M (2) + aucune résistance (8) la (2), 11 (3),V (5) ST1 (2), ST17 (2), ST19 (3), ST23 (1), ST24 (1) et ST
(n=10) 190 (1)
Hémo. M (1) + aucune résistance (8)  la (1), 11 (3), V (3) et NT (2) NST (2), ST1 (2), ST8 (1), ST10 (1), ST23 (1), ST28
(n=09) (1) ST 569 (1)

PV, Prélevement Vaginal; Hémo, Hémoculture ; ST. Séquence Type.

» L’analyse des données montre une corrélation significative entre la résistance aux macrolides et la totalité des prélevements vaginaux

(p<0.05; p=0.02).

> Absence de différences significatives entre les prélevements vaginaux par rapport aux sérotypes et par rapport a la distribution des

séquences types.

> Les données caractéristiques des 44 souches de SGB isolées a Guelma en fonction du trimestre de la grossesse vis-a-vis la nature des

genes de résistance, sérotypes, séquences types et la distribution des complexes clonaux sont mentionnées dans 1’annexe 6.

+ D’observation des données ne montre aucunes différences significatives entre les trimestres.
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Partie 4. Discussion
Analyse préliminaire (Portage de S.agalactiae)

A notre connaissance, aucune ¢tude d’évaluation de la prévalence de Streptococcus
agalactiae (SGB) chez les femmes enceintes n’a encore été effectuée en milieu Algériens. Le
premier objectif épidémiologique de notre étude était de caractériser sur une période de 13
mois les souches de SGB responsables d’infections néonatales et colonisant les femmes

enceintes a Guelma, Algérie et d’en relever les facteurs de risques associés a ce portage.

» Portage

Les streptocoques de groupe B font partie de la flore commensale du tube digestif et de la
flore vaginale [315;316]. Elle est reconnue depuis plus de 20 ans comme principal
responsable de I’IMF. Aux Etats-Unis en 1990, 7 600 cas de sepsis sont déclarés, soit 1,8 %o
naissances vivantes, avec 310 déces [37;317]. 40% des cas d’IMF a SGB seraient nés de
femmes dont la colonisation n’a pas pu étre dépistée [318], et I’approche qui consisterait a
dépister la colonisation maternelle ne préviendrait que 25-30% des IMF précoces a SGB
[319]. Leur portage peut s’avérer et devenir un probleme quasi exclusivement lors de la
grossesse, c’est pourquoi depuis 2001, I’Anaes (HAS aujourd’hui) recommande dans ses
objectifs de bonnes pratiques médicales de rechercher entre la 34°™ et la 38°™ semaine
d’aménorrhée le SGB [320].
L’infection bactérienne néonatale par contamination maternofoetale a fait 1’objet de
nombreuses recommandations au cours de la derniére décennie du fait de sa fréquence et de sa
gravité. Le but de ces démarches est le dépistage de Streptococcus agalactiae afin de
I’éradiquer par une antibiothérapie per partum [256].

Dans la littérature, la prévalence du portage vaginal asymptomatique se situe entre 2 et
35% [232;245;321;322]. Le taux de se portage chez les parturientes dans notre étude au-dela
de la 34°™ SA est de 10.7%. Nos résultats sont donc conformes aux données de la littérature
(Tab. 33).

En Europe, la prévalence du portage du SGB est évaluée entre 8 et 20% selon les séries des
régions europeennes publiées en 2008; 19.7 a 29.3% en Europe de I’Est, 11 a 21% en Europe
de I’Ouest, 24.3 a 36% en Scandinavie et 6.5 a 32% dans le sud de 1I’Europe [205]. Aux Etats-
Unis, 10 a 30% des femmes enceintes sont colonisees [208] (Tab. 33).

En effet, ce taux varie dans de larges proportions selon le pays, les sites de prélevements, le

choix du moment du dépistage, la population étudiée et la sensibilit¢ de la technique
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bactériologique d’isolement utilisée [232;245;321]. L’intensité du portage varie selon les
individus et peut changer au cours du temps chez une méme femme [206], expliquant en
partie les différences du taux de colonisation observées dans les études. Néanmoins, les
techniques de prélevements [323] et les conditions de culture (type de milieu de culture et
utilisation d’un milieu d’enrichissement) [208] représentent une part importante de ces
variations. Ces variations peuvent aussi refléter des différences dans I'environnement tels que

I'nygiéne et de la nutrition [324].

> Fréquence d’isolement de S. agalactiae

Il ressort de notre étude que le portage globale du SGB chez les femmes enceintes est de
8.9%~9% au cours des trois trimestres de la grossesse, un taux vraisemblablement bas comme
ceux retrouvés dans une étude menée en Asie de Pacifique: 8%, S. Nigeria: 8.3% et
Inde/Pakistan: 9% (le taux de portage dans certains pays est mentionné dans le tableau ci-
dessous). Notre portage est également proche a celui constaté en France 10% par I’Agence
Nationale d'Accréditation et d'Evaluation en Santé (ANAES) (2001) et ceux rapporté par
Joelle et al., en 2003 avec un taux de 9,6 [325]. Certains auteurs montrent des prévalences du
portage plus au moins élevé. Au Nigeria, le résultat a montré une prévalence de 11,3% de
colonisation vaginale par SGB qui augmente avec I'age [326]. En Tunisie, 13% en 2007 ont
été rapporté par Jerbi et al., (2007) (Tab. 33). D’autres chercheurs ont constaté des
prévalences qui varie de 10 a 40% [327;328] et d'autres de 12 a 15%, publié en 1999 et 2001
[56;329].

v Ce faible taux de portage peut étre lié:

- au nombre restreint de nos patientes enceintes colonisées par SGB, dépistées en cette
période (incluant la 34°™ et la 38°™ semaine d’aménorrhée ) [255].

- Les sites de prélevements; au fait que les prélevements ont été faits uniquement au niveau
vaginal alors que le CDC préconise un prélévement vaginal associé & un prélévement anal car,
selon les études, ceci améliore la sensibilité du dépistage du SGB [330-332]. On remarque, en
effet, des pourcentages plus ou moins élevés dans des études ou les deux sites de
prélevements (vaginal et anal) étaient effectués [333;334]: Zimbabwe (32%), Gambie (22%),
Ethiopie (20,9%). Cependant I’ANAES préconise de faire uniquement un prélévement
vaginal [38]. car d’autres auteurs ont trouvé le méme taux de portage au niveau des deux sites
[335] ou méme un portage vaginal supérieur au portage rectal qui, en plus, majore le colt du
dépistage [254;321].
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Dans notre étude, nous avons réalisé seulement un prélevement vaginal suivant les
recommandations de I’ANES, par contre d’autres chercheurs ont réalis¢ un prélévement
combiné génito-anal afin d’optimiser le dépistage [336;337].

- La sensibilité de la technique bactériologique d’isolement utilisée;

Dans le but d’améliorer le dépistage du SGB, le CDC recommande 1’utilisation d’un milieu de
transport permettant la survie de cette bactérie pendant 8 & 12 heures, ce qui a été respecté
dans notre étude. L’importance de 1’utilisation d’un milieu d’enrichissement sélectif a été
rapportée par plusieurs études [35;232]: le CDC préconise un pré-ensemencement de
I’écouvillon dans un bouillon d’enrichissement adapté a une croissance sélective du SGB
(bouillon Todd-Hewitt + ANC), ce milieu détectant le faible portage du SGB.

Bien que certains auteurs rapportent une meilleure sensibilité (supérieure & 99%) du milieu de
culture Granada dans la détection du SGB [338], le CDC recommande la culture sur gélose au
sang frais qui reste une méthode fiable de détection [37;324;339]. Cette méthode a été utilisee
dans notre étude du fait aussi de son faible colt par rapport au milieu Granada, qui nécessite
en particulier une incubation en anaérobiose, en revanche dans notre étude nous avons utilisé
le milieu chromogéne CHROMagar ™ StrepB en paralléle avec la gélose au sang frais de
mouton incubé en aérobiose [340;341]. Ce milieux présente une sensibilité et spécificité
équivalentes a la gélose au sang mais permettent une détection plus rapide et facile [57]. Des
études récentes ont montré que ces milieux étaient comparables en terme de sensibilité pour la
détection de S. agalactiae aux géloses au sang classiques [57]. Cependant ,ces milieux
permettent de visualiser plus facilement les colonies de SGB, en particulier s’il y en a trés peu
ou si elles sont isolées au sein d’une flore associée comme dans les prélévements vagin aux
ou rectaux. L’avantage des milieux Granada™ est que la coloration orange est spécifique a
100% des SGB. Par contre, ils ne permettent pas d’identifier les SGB non hémolytiques (1 a
2%) qui ne produisent pas de pigment [57;339]. Les milieux chromogéniques permettent la
culture sélective des SGB, souches non hémolytiques comprises, mais ils ne sont pas
totalement spécifiques et toute suspicion de SGB devra étre confirmée par la mise en évidence
de I’antigene B [342].

Le tableau ci-apres résume les résultats du portage de SGB dans quelques pays.
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Tableau 33: Taux de portage selon les séries publiées.

Pays Références Taux de portage
Mozambique [343] 1,80%
Afrique tropicale [344] 3,90%
Pologne [345] 4,33%
Taiwan [346] 6,20%
Cameroun (Yaoundé) [347] 6,70%
Asie du Pacifique [348] 8%
S Nigeria [349] 8,30%
Inde/Pakistan [348] 9%
France [38] 10%
Emirates unies [350] 10,10%
Maroc (Rabat) [351] 10,50%
Arabie Saoudite [352] 11,30%
Nigeria [326] 11,30%
Amérique du Sud [348] 12%
Tunisie [353] 12,92%
Tunisie [255] 13%
Lituanie [354] 15%
Allemagne [237] 16,00%
Malawi [355] 16,50%
Afrique de I’Est [348] 17%
Uruguay [356] 17,30%
Liban [357] 17,70%
Afrique subsaharienne [348] 18%

Thailande [358] 18,12%
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Ethiopie [334] 20,90%
Netherlands [359] 21%
Nouvelle-Zélande [360] 22%
Maroc [361] 23,30%
Belgique [362] 23,70%
Egypte [363] 25,30%
Brésil [364] 25,40%
Etats-Unis [235] 26,50%
Jordanie [365] 30,40%
Zimbabwe [366] 32%
Canada [367] 11a19.5%
Notre série Guelma, Algérie 9%

» L’évolution du portage au cours des trimestres de la grossesse

Le portage maternel du SGB est inconstant et variable au cours de la grossesse. Il a été
démontré que le taux de portage est de 11,4% entre 22 et 26°™ SA (70 prélévements positifs
sur 615 patientes dépistées) et que 6,4% des patientes avec préléevement négatif auront un
prélevement positif plus tard dans la grossesse alors que 28,6% des patientes avec
prélévement positif initialement verront disparaitre leur portage plus tard [368]. D’autres
chercheurs dévoilent que I’intensité du portage varie selon les individus et peut changer au
cours du temps chez une méme femme [206]. Dans notre étude 89 femmes enceintent avaient
deux prélévements et/ou trois au cours de la grossesse, seulement quatre femmes d’entre elles
présentent un prélévement positif qui prolonge du 1% au 2°™ et/ou du 2°™ au 3°™ trimestre.

Ce faible taux est di au nombre restreint de nos patientes.

» Le moment du dépistage

Le portage vaginal du SGB est spontanément intermittent ou transitoire [38]. Parmi les
facteurs qui interviennent dans la transmission, le plus significatif est 1’importance
quantitative de la colonisation maternelle [369]. Le CDC préconise un dépistage entre 35°™ et
37°™ SA [336;370], ’ANAES recommande un dépistage a la fin de la grossesse entre la

34°™ et la 38°™ SA [38]. A travers notre étude, nous avons essayé d’évaluer globalement le
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taux de portage vaginal du SGB chez la femme enceinte, le moment du prélévement étant
étalé sur toute la grossesse. Le taux du portage le plus élevé est observé au cours de 2°™
(15.4%) et 3°™ (8.7%) trimestres de la grossesse. Ces données sont accord avec les résultats
publiés en Tunis [255] et en Cameroun (Yaoundé) [371], qui montrent un pourcentage élevé
au 3™ trimestre (17% et 11.1% respectivement) suivie par le 2°™ trimestre (10.2% et 7%
respectivement). Le dépistage de la colonisation par le SGB est justifié par le fait que la
plupart des infections maternelles et néonatales séveres succeédent a la colonisation

maternelle.

» Influence de certains facteurs sur le portage de SGB

Bien que la littérature concernant le dépistage du SGB soit abondante, rares sont les
études qui se sont pencheées spécifiquement sur les facteurs de risque du portage maternel de
ce germe dans notre pays.
De nombreux travaux ont essayé de dégager les facteurs de risque liés au portage du SGB
chez la femme enceinte, et ceci afin de cibler au mieux la conduite préventive [245;254;336].
La majorité de ces études ont conclu a I’absence ou a la présence non significative des
facteurs de risque et ont préconise le dépistage systématique du portage vaginal [35;232;254].
Jaureguy et al., (2003) [331], dans une série de 370 femmes enceintes dépistées dont 57
colonisées (15,4%), n’ont retrouvé aucun facteur associé de fagon significative au portage du

SGB; ils ont seulement pu dégager des tendances pour certains facteurs.

+ Age

L’isolement de streptocoque du groupe B dans différentes tranches d’age a montré que
I’incidence du portage n’est pas en fonction d’age [372]. En 1997, Baker et al., [230] ont
signalé que la répartition des isolats des femmes enceintes colonisées de facon
asymptomatique est indépendante de I'age. Une étude de plus grande envergure incluant 1702
patientes n’a pas non plus retrouvé de relation entre age et portage du SGB [359]. Cependant,
certains auteurs trouvent un taux de portage significativement supérieur chez les patientes
agées [358;373;374]. Dans notre étude, on remarque une répartition de portage assez
équilibré au sein des tranches d’age avec une légere augmentation dans la tranche de 26 a

35ans. L’age n’est pas donc considéré comme un facteur de portage.
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+ Age gestationnel et Parité

La parité n’a pas été considéré par la plupart des auteurs comme facteur de risque de
portage du streptocoque B [331;353;359;375]. Néanmoins, elles restent & la limite de la
signification (respectivement OR = 0,6 ; IC 95% : 0,3- 1,1 et OR = 0,6 ; IC 95% : 0,3-1,1)
dans 1’étude de Jaureguy et al., (2003) [331]. D’autres études montrent que le risque de
portage augmente significativement chez les primipares par rapport aux multipares [376].
Regan (1991) [373], quant a lui, considére aussi la faible parité comme un facteur prédictif de
portage du SGB.
Nos résultats étalent un pourcentage * éleve (25/44; 56.8%) des femmes colonisées par SGB
ayant un age gestationnel > a 3-28 semaines d’aménorrhée, ceci est comparable a 1’étude
publié en Thailande, ou Kovavisarach et al., (2007) [358] retrouvent que le risque de portage
de SGB pendant la grossesse augmente chez des femmes ayant un age gestationnel bas.
Contrairement a celle publié au Maroc 2013 [4], ou les résultats montre une colonisation par
SGB élevé chez les femmes ayant un &ge gestationnel > a 32 semaines d’aménorrhée
[255;371].

Une association significatif entre le portage de SGB, le 1% et le 2°™

trimestre de la grossesse
est observé dans notre étude avec un p value < 0.05. En outre, ’dge gestationnel n’est pas
considéré comme un facteur prédictif de portage, car les recommandations mondiales

préconisent de dépister le SGB seulement au cours du 3™ trimestre de la grossesse.

+ Niveau socioéconomique

Pour certains auteurs, les revenus financiers importants sont significativement associés a
un plus grand taux de portage du streptocoque B [360;377]. Pour d’autres, ils ne le sont pas
[359]. Dans notre études nous avons apercu une significativité entre le faible niveau S-E et le
portage de SGB (p= 0.026).

Dans une étude américaine comparative portant sur 40459 femmes colonisées comparées a
84268 témoins, le haut niveau d’étude (OR = 1,21 ; IC 95% : 1,05- 1,40) etait
significativement associés au portage du SGB [377]. Dans notre série, ce facteur n’est pas
associé significativement.

Le portage chez le personnel soignant en contact direct avec les patients eétait
significativement supérieur par rapport au personnel soignant sans contact avec les patients
(OR =1,22; IC 95% : 1,07-1,38) suggérant que 1’exposition directe aux patients peut étre un

mode d’inoculation [377].
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+ Diabete

Le diabéte a été considéré pendant longtemps comme un facteur de risque de colonisation
maternelle par le SGB [378;379]. Plusieurs analyses ont été effectuées pour évaluer
Iinfluence du diabéte maternel sur le taux de colonisation de streptocoque du groupe B
[120;285]. Une étude américaine a porté sur 105 femmes enceintes diabétiques et 300 femmes
enceintes témoins révéle que I'intolérance aux glucides semble étre un facteur de risque de
portage du SGB pendant la grossesse (le taux de colonisation par le SGB était plus élevé chez
les femmes diabétiques (43,8 contre 22,7%) [378]. Cependant, ces reésultats ont été infirmes
par la série américaine de Stapleton et al., (2007) [377].
Il faut faire la part entre 2 types de diabetes: diabete antérieur et diabéte gestationnel bien que
dans certaines études, comme celle de Raimer et al., (1997) [380] le type de diabéte n’a pas
influencé les résultats. Piper et al., (1999) [381] conclut aussi, au terme de son étude
comparant 446 patientes porteuse de diabete gestationnel a 1046 patientes non diabétiques,
que le diabéte gestationnel ne constitue pas un facteur de risque de colonisation par le
streptocoque B. L’étude brésilienne [375] va dans le méme sens. Ces résultats concordent

avec nos données.

+ Antécédents gynéco-obstétricaux

Jaureguy et al., (2003) [331] a retrouvé pour I’antécédent de portage ou d’infection
néonatale, un Odds Ratio plus important associé au portage du SGB sans étre significatif
(respectivement OR = 2,8 ; IC 95% : 0,5-15,7, p=0,09; OR=2,8; 1C95 % : 0,2-31,1,p =
0,07) tandis que 1’antécédent de menace d’accouchement prématuré était un facteur a la
limite de la signification (OR = 0,2 ; IC 95% : 0,03-1,7, p = 0,07). Dans I’étude de Jerbi
[353], ’antécédent de fausse(s) couche(s) spontanée(s) est apparu comme facteur protecteur
de ce portage (OR = 0,21 ; IC 95% : 0,05-0,93 ; p = 0,02). Pour d’autres auteurs ce facteur
n’est pas retrouvé [331;359]. 23,18% (soit 16 femmes sur 69) des patientes ont connu un a
deux fausses couches selon les données publié au Maroc 2013 [4]. Malgré ce taux important,
peu d’études se sont intéressées sur la source de survenue de cet antécédent maternel.
McDonald (2000) [382] déclare que le SGB est un agent pathogéne important dans des
infections intra-utérines qui sous-tendent les fausses couches spontanées. L'étude de
Daugaard [383] a associé la présence de streptocoques du groupe B dans les urines et dans le
col utérin a des avortements spontaneés tardifs, mais EIl Kersh et al., (2002) [384] n'ont

trouvé aucune corrélation avec un antécédent d'avortement spontané répété. Dans notre étude,
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nous n'avons pas trouvé de liaison entre les femmes qui avaient un antécédent de fausses

couches ou autres facteurs de risques et le portage de SGB.

+ Menace d’Accouchement Prématuré

Le terme « Menace d’ Accouchement Prématuré » signifie une contractilité utérine précoce
pouvant survenir entre 22°™ et 37°™ semaines d’aménorrhée, il s’agit d’une pathologie qui
évolue spontanément vers 1’accouchement prématuré en [’absence de traitement [385].
Quelques auteurs ont mis en évidence une augmentation du risque d’accouchement prématuré
lors des modifications de la flore vaginale normale [386] qui est a 95% constituée de
lactobacilles [387]. Dans notre étude, nous avons quatre cas des femmes ayant connu une
MAP de 28°™ & 34°™ SA, Les recommandations du Collége National des Gynécologues-
Obstétriciens de France suggérent qu’une forte colonisation du tractus génital a SGB serait
responsable de MAP et mériterait donc un traitement pendant la grossesse [388]. Le conseil
supérieur d’hygiéne a Bruxelles quant a lui, recommande une évaluation de ce risque pour
savoir s’il est nécessaire de mettre en ceuvre une prophylaxie intrapartum afin de prévenir une

infection périnatale a SGB [389].

En complément, la littérature donne d’autres facteurs qui augmenteraient le risque de
colonisation par SGB chez les femmes enceintes, il s’agit de:

+ Race

Dans une étude brésilienne portant sur 207 femmes dépistées dont 101 avec une sérologie
VIH positif a conclu que la race non blanche était le seul facteur associé au portage du
streptocoque B [375]. Une étude américaine [377] a considéré la race noire comme facteur
prédictif de portage (OR = 1,54 ; IC 95%: 1,36-1,74) et la race hispanique comme facteur
protecteur (OR = 0,88 ; IC 95% : 0,80-0,96). Valkenburg-Van den Berg [359] a comparé des
patientes de 72 origines et a conclu que les patientes d’origine africaine ont le plus grand
risque de portage du streptocoque B suivies des patientes d’origine européenne. Les patientes

d’origine asiatique ont le moindre risque de colonisation (Tab. 34).
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Tableau 34: Taux de portage du SGB selon ’origine ethnique [359].

Pays N % SGB Positive
Afrique 240 29
Asie 256 13
Amérique latine 245 22
Europe 907 21
Autres 10 30
Inconnu 44 27
Total 1702 27

+ Indice de masse corporelle élevée (IMC)

Dans la plus large étude de la littérature, Stapleton et al., (2005) [377] ont montré que le
risque de colonisation par SGB augmentait de 20% chez les femmes obéses (OR = 1,20 ; IC
95% : 1,13-1,28) et dans un travail de J. Dahan-Saal et al., (2011) [390] retrouvent un effet

protecteur de la maigreur (IMC < 18,5). Ce facteur n’a pas été recherché dans notre série.

+ Tabagisme
Le tabagisme a été considéré comme facteur prédictif de portage du streptocoque B
(p=0,012), par certains auteurs [391], d’autres [377] le considerent comme facteur protecteur
(OR =0,90 ; IC 95% : 0,83-0,97). Elbeitune et al., (2006) [375] ne trouve pas de différence
significative entre les patientes tabagiques ou non. Dans notre série, la notion de tabagisme

passif n’a pas été trouvée.

+ Statut immunologique
Dans une étude brésilienne, le taux de portage était comparable entre les patientes VIH+ et
VIH- suggérant que le portage est indépendant du statut sérologique et du degré

d’immunodépression [375;377].

+ Autres facteurs liés a la grossesse en cours
L’age gestationnel, ou le prélevement est réalis¢, constitue un facteur influencant le taux
de portage qui augmente au fur et a mesure que le delai entre le prélevement et
I’accouchement diminue: Yancey (1996) [235] a trouvé, avec un taux de portage de 26,5%,
une valeur prédictive positive de 87% et une valeur prédictive négative de 96% si le
prélevement est réalisé dans les six semaines précédant 1’accouchement. C’est pour cela que

les recommandations emises par la plupart des societés savantes sont pour un prélévement
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entre 35°™ et 37°™ SA [315;316]. Jerbi (2007) [353] a retrouvé que le portage du SGB était
associ¢ de manicre significative a la survenue d’épisode fébrile (fievre > 38,5°C) au cours du
travail (OR = 7,22 ; IC 95 % : 1,40-37,23 ; p = 0,03). Jerbi a recensé sept cas de grossesse

gémellaire qui restent non significatifs, comme c¢’est le cas dans notre étude.

Tous les facteurs étudiés lors de la grossesse actuelle au moment du préléevement dans notre
étude, n’ont pas été retrouves comme associés de facon significative au portage du SGB. Ces

données sont on accord avec les travaux de Jaureguy et al., (2003) [331].

+ Infections génitale

Certains auteurs reperent une association entre le portage de SGB chez les femmes
enceintes présentant une infection génitale c’est le cas de I’é¢tude publié par Orrett et al.,
(2003) [254]. En outre les travaux publiés par Ferjani et al., (2006) en Tunis montrant que le
risque d’infection génitale au cours de la grossesse est multiplié par trois par rapport a
d’autres facteurs [255]. Dans notre étude aucune association statistique significative n’a été

percue entre le portage de SGB et la présence d’infection génitale au cours de la grossesse.

Une vaginose bactérienne est retrouvée chez 15-20% des femmes enceintes [261]. De
nombreuses études concluent a un risque de prématurité multiplié par 2 en cas de vaginose
bactérienne. Elle s’associe davantage encore a une grande prématurit¢ (< 32 semaines
d’aménorrhée [SA]), tout au moins dans les populations a forte prévalence de vaginose
bactérienne [256]; Toute vaginose bactérienne doit étre traitée pendant la grossesse [261].
Dans notre série, le vaginose est représenté par 34.9% des femmes enceintes, dont 8 femmes
ayant un portage positif a SGB (13.1%). En outre, la vaginite mycosique a été observée chez
61.1% femmes enceintes, dont 14 (13.08%) ayant un portage positif a SGB. Parmi les
différents types de mycose, c’est la mycose vaginale qui touche particulierement les femmes
enceintes. Méme si elle est en principe sans risque, la femme enceinte ne doit pas la prendre a
la légere et la soigner au plus vite pour écarter les risques sur le foetus au moment de
I’accouchement. D’ailleurs, elle est souvent facile a traiter, mais il faut rester vigilant pour

éviter les récidives. (http://www.vaincrelesmycoses.com/mycose-et-grossesse-quels-sont-les-

risques-comment-les-prevenir). pour lesquelles le CDC [37], ’ANAES [261] recommandent

une antibioprophylaxie systématique en per partum.
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La flore vaginale est constituée de bactéries protectrices. Cet equilibre fragile doit étre
respecté. Aussi, un excés ou un défaut d'hygiéne peuvent le perturber et entrainer des
infections. Pour avoir une flore vaginale saine, il faut apprendre a adopter les bons

comportements.

Pour conclure, un seul facteur de risque statistiquement significatif avec le portage de SGB a

été trouvé dans notre étude, Il s’agit essenticllement du faible niveau socio-économique.

» Analyse secondaire

Premiére conclusion de notre travail montre I’importance de la mise en place des stratégies
de dépistage des souches de S. agalactiae responsables d’infections materno-featale. Ce
résultat suggere que le risque infectieux lié a la colonisation fréquente par cette bactérie chez
la femme n’est pas seulement lié aux facteurs de risque de 1’hote mais est aussi dépendant de

la nature phylogénétique de cette derniére.

Le deuxiéme objectif visionné dans cette étude a pour but de réaliser pour la premiére fois
une recherche épidémiologique moléculaire comparative et approfondie, en décrivant les

principales caractéristiques des souches de SGB isolées a Guelma et a Marseille.

Pour répondre a cette question, le premier aspect technique de cette analyse porte sur
I’évaluation de la sensibilité aux antibiotiques ainsi que la détection du support génétique
responsable de cette résistance. Les souches de S. agalactiae restent actuellement sensibles a
la pénicilline, a I’ampicilline et a la vancomycine [8;111;120;208], sauf cas tres exceptionnels
décrits dans la littérature [111]. Nous avons donc choisi d'étudier et détailler les génes de
résistance (support génétique) vis-a-vis trois molécules d’antibiotiques (érythromycine,
clindamycine et tétracycline), pour lesquelles une évolution de la résistance est possible
[120;208;392]. Le deuxiéme aspect de cette recherche est le typage moléculaire par PCR et
finalement le génotypage par séquencage (MLST).

Streptococcus agalactiae est une cause majeure de maladie invasive chez les nouveaux nés
et un agent pathogéne émergent chez les adultes [3]. Ce rapport présent pour la premiére fois,
une analyse moléculaire détaillée des isolats de SGB circulant a Guelma et a Marseille. En

outre; un seul rapport publier en 2003 par Ait et Hamidechi montrent 1’effet de I’age, du sexe
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et du lieu de naissance des nouveau-nés vis-a-vis de I’infection par le SGB, ainsi que la
répartition des sérotypes par des technique classique, grace a une étude multicentrique a
Constantine, Algérie. Cette étude apercoit que la colonisation par le SGB en fonction du sexe
est significative. Enfin, le statut socioprofessionnel favorable diminue considérablement le

risque d’infection néonatale ainsi que les sérotypes III et Ia sont prédominants [24].

> La spectrométrie de masse (MALDI-TOF MS)

Cette étude présente aussi le premier rapport de l'utilisation du MALDI-TOF pour
identifier les souches de SGB isolées a Guelma. Algérie. Cette technique a été précedemment
utilisée avec succes dans l'identification de S. agalactiae [393]. En outre, le MALDI-TOF MS
pourrait différencier de fagon fiable le SGB putative isolé sur milieux de culture chromogene
telle que le chromID Strepto B agar. Cette étude a démontré que I’utilisation du MALDI-TOF
MS est un moyen rapide, sensible et méthode précise pour I'identification de SGB, notamment
les souches qui colonisent les femmes enceintes basé sur les travaux de Binghuai et al., (2014)
[394].

Le MALDI-TOF MS (MALDI, Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation) et un
analyseur a temps de vol (TOF, time-of-flight mass spectrometry) a émergé comme une
nouvelle technique pour l'identification des espéces [395-397]. Cette technique permet
I’identification des bactéries par analyse de leurs protéines totales (protéines ribosomales et
protéines associées aux membranes). Selon les études, les résultats d’identification obtenus
avec la spectrométrie de masse (95% - 97,4% d’identifications correctes) sont comparables,
voire meilleurs, a ceux des systemes automatiseés utilisant des méthodes conventionnelles
(75,2%-92,6%). La qualité de I’identification est fonction de la richesse de la banque de
spectres enregistrés. Outre 1’identification des micro-organismes, il est possible de réaliser du
génotypage de polymorphismes ponctuels (SNPs). La spectrométrie de masse devient une
alternative au séquencage standard des génes 16S rDNA [185].

Le regroupement de dendrogramme MSP de nos isolats par MALDI-TOF MS a montré
des groupes speécifiques en fonction de la source et la situation géographique (Guelma vis-a-
vis Marseille). Un tel regroupement des isolats en utilisant le MALDI-TOF MS en fonction de
la source géographique (Biotyping) a été récemment rapporté pour K. pneumoniae isolés
d’Algérie et de Marseille par Berrazeg et al., (2003) [21]. Qutre, Lartigue et al., (2001)
rapportent aussi que I'analyse MALDI-TOF MS peut identifier des souches de SGB fortement
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virulente appartenant au clone ST-17 ou I'émergence du clone ST-1 (Génotyping) [23].
Cependant, ces données ont été confirmées par nos résultats. Par contre, une discordance a été
signalée; quatre isolats en dehors de ces deux tribus (STs 1 et 17) hébergent les pics attendus
(6250 et 7625 Da). Une telle approche pouvait étre mise en ceuvre comme un outil ordinaire
de routine pour identifier les clones de virulences.

Les applications de la spectrométrie de masse dans le domaine de la microbiologie sont en
plein développement. La principale application de la spectrométrie de masse de type MALDI-
TOF est I’identification rapide de la majorité des espéces bactériennes et fongiques ayant une
importance clinique. Autres aspects de cette technologie sont potentiellement intéressants,
comme sa contribution au domaine de la nouvelle caractérisation des espéces et la détection
de certains mecanismes de résistance [22;398;399]. Ainsi son application en bactériologie
clinique et a la distinction de variantes génétiques [400]. Par ailleurs, le génotypage des
micro-organismes, a partir des produits d’amplification génique, est une autre application,

pleine d’avenir [185].

> Antibiotype

En raison de la préoccupation de la résistance aux antibiotiques et l'importance de
I'administration d'antibiotiques pour la prévention des maladies invasive & SGB, I'un des
objectifs de cette étude était de déterminer le support génétique de la résistance.
Aucune souche résistante ou de sensibilité¢ diminuée a la pénicilline G ou a I’amoxicilline n’a
été observé dans notre collection. Pour I’instant de telles souches ont été isolées juste au
Japon et aux Etats Unis [110;111].
Dans cette enquéte épidémiologique, le taux global de la résistance a I'érythromycine parmi
les isolats analysés était 40% (45,4% et 34,7% a Guelma et a Marseille, respectivement), dont
46.6% représente seulement les prélevements vaginaux. Un tel niveau de résistance a été
signalée au Taiwan (44%), la Tunisie (40%), le Maroc (38,5%), la Suisse (30%) et I’'USA
(32% -54%) [11;12;15;120;401;402]. Compte tenu des niveaux élevés de la résistance a
I'érythromycine signalés aux Etats-Unis, les lignes directrices des CDC en 2010 ne
recommandent plus I’utilisation de 1’érythromycine [208]. Cette forte résistance différent
considérablement de ceux rapportés au Japon (12,8%), I'ltalie (16,5 %) et la Pologne (18,4%)
[14;403;404]. En outre, la résistance a I'érythromycine observée en France s'est étendue de
20,2% en 2007 a 35,3% en 2010 [288]. Par consequent, nous avons constaté que la résistance
lice a cet antibiotiqgue a émergé dans plusieurs pays, en accord avec des observations
précédentes [9;405].
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Plusieurs études publi¢es entre 2000 et 2008 retrouvent une résistance a I’érythromycine plus
fréquente entre 10.1% et 25.4% parmi les souches invasives [122;392;406;407]. Ces données
exposent I’augmentation ascensionnelle de cette résistance au cours des années [120;408], ou
la fréquence atteint un taux de 40% en 2014. Nous avons constaté que les différences dans les
taux de résistance aux macrolides sont influencées par plusieurs facteurs; la région
géographique [9;114;405] et le temps. Basé sur I'étude de Lambiase et al., (2012) montrant
que la résistance au macrolide et a la clindamycine a été de 16,5% au cours de 1’année 2005 et
elle a augmenté jusqu'a 69,9% en 2008 [409]. Comme sur la base des différences dans les
soins de santé, les facteurs les plus freguemment associés a ces différences de résistance sont
I'utilisation inappropriée d’antibiotique [410].

En outre, La résistance a la clindamycine a été apercue dans 30,1% des isolats (43.2% de
Guelma contre 18.3% a Marseille). La résistance croissante aux macrolides-lincosamides
parmi les souches de SGB observés récemment dans de nombreux pays est un probleme
thérapeutique chez les patients allergiques aux p-lactamines. En raison du mécanisme
commun de la résistance au MLS, si l'isolat est sensible a la clindamycine, mais résistants a
I'érythromycine, la clindamycine peut étre utilisée que si les tests de résistance inductible a la
clindamycine est négatif [411]. La vancomycine est réserveé aux femmes allergiques si leur
isolat est intrinsequement ou inductible résistant a la clindamycine, comme bien que si la
sensibilité aux deux agents est inconnu [411].

Finalement, cette observation souligne la nécessité continue de la surveillance accrue et

systématique des profils de sensibilité aux antibiotiques au niveau régional.

> Support génétique de la résistance

Dans notre étude, il y’avait une prédominance du phénotype cMLSg observé dans les
isolats de Guelma médiée par le gene ermB, tandis que le phénotype M était plus commun a
Marseille médiée par le géne mefA/E. Les souches porteuses du géne ermB expriment toutes
un phénotype cMLSg, alors que le gene ermA s’exprime autant par un phénotype cMLSg
qu’un phénotype iMLSg [116]. Les souches possédant le géne mefA/E expriment toutes un
phénotype M.

Une prédominance du phénotype MLSg a €té rapporté dans d’autre pays; 1’Australie, la
Suisse et la Tunisie [9;12;15;412], alors que dans le Breésil et I'ltalie, les phénotypes cMLSg
et le phénotype M ont été détectés avec des fréquences égale [13;18]. En France (Paris), le
phénotype iIMLSg était plus commun (fréquent) en 2001, alors que le phénotype de résistance

CMLSg était plus dominant en 2007 jusqu’au 2010 [288;413]. Les mécanismes de résistance
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aux macrolides et la distribution de ces genes parmi les isolats de SGB dans cette étude
étaient en conformité avec le phénotype de résistance au macrolide. Ces donnees est en accord
avec des travaux antérieure [8;10;116].

Rarement, trois isolats du phénotype iMLSg avaient une combinaison de deux génes ermA
et ermB. Cette coexistence a été documenté précédemment [109], et trois isolats présentent
une combinaison entre le géne mefA/E et le gene ermA, exprimant le phénotype M, telle
association a été décrite en Espagne [10]. Ces résultats suggerent que ces souches possedent
deux mécanismes de résistance: le systéme d’efflux et la modification ribosomal.

Le nombre croissant observé des isolats résistants aux macrolides souligne la nécessité la
surveillance et le contrble continu des profils de sensibilité aux antimicrobiens pour identifier

1I’émergence de cette résistance dans une population donnée (support génétique).

Bien que la tétracycline soit un antibiotique a large spectre qui n’est pas largement utilis¢

comme traitement des infections a streptocoques, un taux éleve de résistance a la tétracycline
a été noté dans notre étude (88,8%); 100% observeé chez les isolats de Guelma vis-a-vis 77.6%
a Marseille.
Les taux de résistance a la tétracycline peuvent atteindre ou dépasser les 90%, ce qui est
similaire au données de la littérature [13;58]. Le mécanisme le plus fréquent de résistance a la
tétracycline pour les bactéries Gram positif est la présence du gene tetM [404;414]. Comme
attendu, la majorité de nos isolats porte le géne tetM (83.8 %), alors que le géne tetO n’est
détecté que chez 4.3% des souches. Dans 3.2% des cas, il y avait une association de tetM et
tetO.

Cette forte résistance a été déja décrite en Tunis (97,3%), la France (94%) et I'ltalie
(69,9%) [8;15;409], quoi qu'un niveau inférieur a été détectée au Japon (46,5%) [403].

Dans cette étude, nous avons constaté que la majorité des isolats porteurs du géne ermB
hébergent également le géne tetM (96,4%). La présence contemporaine a la fois du géne ermB
et tetM a déja été décrite précédemment [14].

» Typage Moléculaire

La détermination du sérotype a été traditionnellement appliquée dans les études
épidemiologiques. Cette technique présente un aide important dans le developpement de
vaccins, qui contient globalement de protection capsulaire des polysaccharides ou des

polysaccharides conjugués a une protéine [230].
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Parmi les 93 souches de GBS isolées de différents prélevements (PV, urine et
hémoculture), les principaux sérotypes capsulaires identifiés dans notre population sont; le
sérotype V (44,1%), les sérotypes Il et 111 (18,3 % pour chacun) et le sérotype la (9.6%). Nos
données montrent que le sérotype V était significativement plus répandu dans les isolats de
Guelma et ceux de Marseille, comme également rapporté en USA (48.1%), Koweit (38,5%) et
au Japon (19,1%) [403;415;416]. Toutefois, d'autres auteurs ont montré une prédominance
des autres sérotypes tels que; le sérotype 111 au Maroc, le sérotype IV dans les Emirats arabes
unis, le sérotype la au Brésil, sérotypes VI a VIII au Japon et sérotypes Il (25.7%) et V
(23.4%) en France [18;156;288;412].

Les sérotypes la, 11 et V sont connus depuis les années 1990, comme les sérotypes les plus
fréquents dans les infections invasives néonatales dans les pays occidentaux [147], mais
habituellement, c’est le sérotype III qui est prédominant et en particulier le clone ST-17
retrouvé dans une grande majorité des cas de méningites du nouveau-né [122]. Dans notre
étude, nous trouvons paradoxalement une tres nette prédominance du sérotype V [58]. Par
ailleurs, seulement trois souches de sérotype IIl posséde la seéquence ST-17 trouvé
uniquement dans les isolats de Marseille. Nous n’avons isolé que trois souches des sérotypes
IV, VII et VIII et aucune souche de sérotype Ib, VI et IX n’a été trouvée. Ces sérotypes (VI,
VIII et IX) ont une prévalence faible dans les pays occidentaux: les sérotypes VI et IX ne sont
retrouvés quasiment qu’au Japon [146]. Des souches de sérotype VIII ont néanmoins été
isolées au Danemark [417].

Les sérotypes prédominants dans les infections chez les adultes sont les sérotypes V, la, 1ll
et le sérotype Ib [418]. De méme, dans les études de Farley (2001) [283], Phares (2008) [120]
et Skoff (2009) [3] portant sur des souches de streptocoque du groupe B provenant
d’infections variées chez 1’adulte, les pourcentages sont semblables. Cependant, dans d’autres
études réalisées chez 1’adulte, les pourcentages varient sensiblement par rapport a nos
résultats. Ainsi, dans 1’étude de Martins (2012) [419] portant sur des streptocoques du groupe
B isolés d’hémoculture, les sérotypes la et V représentent respectivement 34,7% et 19,6%.
Outre; I’analyse de la distribution des sérotypes des souches isolés au niveau d’urine ou
d’hémoculture ne peuvent pas étre exploitées vu le faible nombre des isolats appartenant a ces
deux sources. Dans celles de Lambertsen (2004) [286] et Bergsen (2008) [420] sur des
souches d’infections invasives d’origine diverse, le sérotypes III est prédominant et représente
respectivement 29,4% et 24% des souches mais le serotype V reste présent dans 18,7% et
24% des souches. Pour les souches d’infections néonatales. En effet, d’aprés la méta-analyse

d’Edmond (2012) [234], les serotypes les plus fréquents dans les infections néonatales sont le
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sérotypes 111 avec 49% des souches et le sérotype la avec 23% des souches, quant au serotype
Ib, prédominant chez I’adulte, il représente moins de 10% des souches isolées chez le
nouveau-né.

En comparant les souches d’origine vaginale isolées a Guelma vis-a-vis a celles isolées a
Marseille; le sérotype V est prédominant (44.6%), tandis que les sérotypes Il et 111 dominent
la collection Algérienne (47.7% a Guelma contre 23.3% a Marseille).

Cette différence dans la distribution des sérotypes reflete les spécificités des réponses
immunitaires selon la population étudiée. En outre, des études mondiales de distribution des
sérotypes ont montré que la distribution des sérotypes des souches de SGB varie tant
géographiquement qu'au cours du temps [8;14;421]. Tous les sérotypes (I, Il et V) sont
fréquemment associés dans le monde entier avec des infections & SGB chez les adultes
enceintes et non enceintes [419;421;422].

La proportion des souches NT ont montré des pourcentages beaucoup plus élevés (6,4%)
dans les isolats de Marseille par rapport a ceux isolés de Guelma, ceci pourrait étre le résultat
d'acquisition d'une capsule non caractérisé ou des mutations dans génes de capsule
[416;421;423].

Les études épidémiologiques de seéroprévalence sont une mesure importante pour

déterminer l'incidence et la proportion des sérotypes qui circulent dans une population [421].

Note: Le taux elevé de résistance aux macrolides observé dans notre étude est sirement lié au
fait que la majorité de nos souches sont de sérotype V [412;424]. La présente étude,
cependant, n’a pas montré cette association [13], quoiqu'une association entre le ST-23 et le
phénotype M fit trouvée [156].

» Multi Locus Sequence Typing (Génotypage)

Ce travail présente le premier rapport d’analyse MLST des souches de SGB circulant en
Algérie.

La structure de la population de SGB expose une clonalité remarquable, avec de grandes
différences au sein des groupes de clones. Dans cette étude, 93 isolats appartenant a 37
séquences types ont été identifiés. D'autres études montrent la présence de diverses tribus
(Séquences Types) entre les différentes collections des isolats [18;153].

En outre, 16 nouvelles combinaisons d'alléles ne figurant pas dans la base de données
MLST ont été découvertes. Ces nouvelles séquences types ont été soumis a la base de donné
PUubMLST (http:// pubmlst.org/sagalactiae/); STs 685-700.
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Puisque les Séquence Types (STs) se regroupent en complexes clonaux (CCs), la
signification générale concernant les proportions des STs et les CCs en fonction de 1’origine
des souches va dans le méme sens.

Les principaux STs que nous avons identifiés dans cette étude (STs; 1, 10, 17, 19 et 23) ont
également été identifiés comme les principaux STs isolées des souches au cours des maladies
infectieuses [153;156]. Malgré cette grande diversité génétique, les séquences types trouvee
appartiennent a cing complexes clonaux (CCs). A ce jour, cing grands CCs, a savoir, CC1,
CC10, CC17, CC19 et CC23, ont ete identifies dans le monde entier, surlignant la diversité
génetique de S. agalactiae chez ’homme [150;404].

Dans les études avec des effectifs peu nombreux, les logiciels d’analyse phylogénétique ne
regroupent pas les isolats de la méme fagon. Dans 1’étude de Fracis (2009) [41], pour les
souches d’origine pulmonaire, ST-1 et ST-19 sont regroupés par le logiciel eBURST au sein
du méme complexe clonal, le CC19, alors que, par exemple, dans notre étude et 1’étude de
Luan (2005) [157], les souches avec ces profils sont répartis dans deux complexes clonaux
distincts, CC1 et CC19. Pour la méme raison, dans les différentes études, en fonction du
nombre de souches pour chagque ST, le complexe clonal peut porter un numéro différent, par
exemple, les complexes clonaux CC7, CC8, le CC10, CC12 sont, en réalité, le méme
complexe clonal, nommé CC10, démontrer dans cette étude.

Nos résultats montrent aussi que la majorité des streptocoques du groupe B (d’origine
vaginale) appartient aux complexes clonaux CC19, CC1, CC23 et CC10. Les CC1 et CC19
sont également prédominants respectivement dans les études de Bisharat et al., (2005) et
Manning et al., (2006) [425]. Néanmoins, le CC17 reste associé aux souches invasives car ce
complexe est peu représenté parmi les souches de colonisation maternelle [425], présenté en
faible proportion dans notre étude.

Ces données montrent une différence de distribution clonale entre Guelma et Marseille. Le
CC19 domine la collection Algérienne, les CCs 10, 17 et 23 dominent la collection Francaise,
tandis que le CC1 est distribué en équivalence. Ces différences pourraient étre expliquées par

la variation géographique ou a la distribution des souches de colonisation maternelle [425].

Notre étude suggere la présence des différents groupes phylogénétiques (STs) entre les
isolats de Guelma et de Marseille, montrant des différences dans la diversification genétique
entre les séquences types (STs). Ces diverses populations clonales ont eégalement été trouvés
dans d'autres pays, dont I'ltalie, la Pologne, la France, I'USA, Dakar et Bangui

[14;150;156;159;404]. Les souches de SGB qui appartient a ces différents complexes clonaux
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ont été exposé comme la cause majeur responsable des infections néonatale a SGB [150;404].
Tels différences entre les CCs peuvent étre dues a différentes capacités de transfert horizontal
des génes, dont le mécanisme reste incertain chez le SGB.

En effet, comme montré par Mee-Marquet et al., (2008) la distribution des souches des
flores naturelles de I’homme dans les différents complexes clonaux différent sensiblement
selon la nature du site anatomique concerné [156]. Les souches des trois lignées
phylogénétiques infectantes chez 1’adulte sont plus particuliérement capables de coloniser le
tractus digestif; en revanche, les souches de CC17 retrouvee dans les infections néonatales
sont plus souvent des commensales des voies génitales. Bien que les portes d’entrée des
infections invasives chez 1’adulte soient peu documentées, il est assez probable que nombre
d’infections chez ces patients ait comme porte d’entrée le tractus digestif. Parmi les lignées
phylogénétiques impliquées dans les infections de 1’adulte, aussi bien locales qu’invasives, les
souches de la lignée CC1 ont une place importante. Cette lignée était quasi inexistante avant
les années 1990. On peut donc considérer que 1’émergence et la diffusion de ses souches n’est
pas sans lien avec 1’émergence des infections a S. agalactiae chez 1’adulte observée depuis
ces mémes dates. L’homogénéité génomique d’une part et du contenu prophagique du génome

d’autre part sont aussi des indices du peu d’ancienneté de cette lignée [50].

Dans les autres études chez 1’adulte, les souches sont aussi réparties majoritairement dans
le complexe clonal CC1-19 et dans une moindre proportion, dans les complexes clonaux
CC10 et CC23. Par exemple, dans 1’étude de Luan (2005) sur des souches provenant
d’hémocultures et d’infections du systéme nerveux central [157], la majorité des souches
d’infections invasives fait partie du CC1-19 (52,8%), les autres complexes clonaux étant bien
moins représentés. Dans les études de Salloum sur des souches d’infections cutanées ou
ostéo-articulaires [165] ou sur des souches de bactériémies [418], les souches invasives
appartenant au CC1-19 représentent 48,2% et 42%, et celles appartenant au CC23, 31% et
20%. Dans 1’étude d’Haguenoer (2011) [426], les souches provenant d’hémocultures chez
I’adulte appartiennent aux CC1-19 et CC10 pour 29,4% et aux CC17 et CC23 pour 17,6%.

A Dl’inverse, dans les études portant sur les infections néonatales, le complexe clonal le plus
fréquent est le CC17, suivi par les CC1-19 et CC23. Ainsi, dans I’étude d’Haguenoer (2011)
[426], le CCL17 représente 64,4% des souches, et le CC1-19, 18,6% des souches. De méme,
dans I’étude de Salloum [418], le CC17 regroupe 67% des souches, alors que les complexes
clonaux CC23 et CC1-19 ne comprennent, respectivement, que 13% et 10% des souches.
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Dans d’autres études, le complexe clonal CC17 est bien représenté, mais le CC1-19 est le
complexe clonal majoritaire. Ainsi, dans les études de Luan [157], Bergsen [160], Manning
[153], le CC1- 19 représente entre 40 et 45% des souches et le CC17 comprend 30 & 35% des

souches.

L’augmentation de l'incidence des infections a streptocoque du groupe B chez les adultes
ne semble pas due a I'augmentation de sérotypes plus virulents, mais est probablement due au
vieillissement de la population et a I’augmentation du nombre d’adultes avec des pathologies
chroniques comme le diabete dont la prévalence a beaucoup augmenté chez les adultes ces

dernieres décennies [3].

Dans notre étude, le degré de variabilité des sérotypes different au sein de chaque CCs.
Nos résultats montrent une corrélation statistique dans la distribution des sérotypes
observé au sein de certaines des principales lignées génétiques: cps I1/ST-19/CC19, cps
VIST-1/CC1 et cps 1I/ST-10/CC10 identifiés parmi les isolats de Guelma et de Marseille,
tandis que les cps 1a/ST-23/CC23, NT/ST-8/CC10 et cps I11/ST-17/CC17 incluant la majorité
des isolats de Marseille. Ces différences entre la distribution des CCs peuvent étre dues a des
capacités différentes dans le transfert horizontal des genes, dont le mécanisme reste restreint
chez les streptocoques de group B.

A Dlintérieur de chaque lignée phylogénétique plus particuliérement observé entre
Guelma et Marseille, ’étude de la diversité génétique montre que les souches de SGB
constituent une population particuliére au sein des complexes clonaux CC1, CC10 et
CC19. Ce résultat suggere qu’a I’intérieur de ces lignées le pouvoir invasif des souches peut
étre relativement variable. Par conséquent, la notion d’appartenance a un complexe clonal
donné d’un isolat n’est pas suffisante pour évaluer le risque infectieux. Cet élément est a
prendre en compte dans la mise au point d’éventuelles stratégies de dépistage et de

prévention.
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Partie 5. Conclusion et perspective

Le taux de portage chez la femme enceinte durant 13 mois d’étude est de 9%. Ce taux est
faible comparablement a celui trouvé dans la littérature. Un seul facteur de risque cité dans la
littérature a été significativement associé a ce portage; il s’agit du faible statut socio-
économique.

Au terme de cette étude, nous pouvons conclure que compte tenu de la prévalence du portage
maternel du SGB dans nos conditions et de I’absence de Vvéritables facteurs prédictifs du
portage vaginal du SGB, il parait souhaitable d’instaurer une politique de dépistage (des
mesures préventives) systématique a proximité du terme afin de réduire I’incidence et la
mortalité due a cette affection.

La prise en charge optimale en cas d’association SGB et grossesse nécessite une collaboration
étroite entre obstétriciens, pédiatres et microbiologistes pour une prise en compte immédiate
des données d’anamnése infecticuse obstétricale et 1’¢tablissement d’une surveillance et d’une
thérapeutique néonatale éventuelle adaptee.

Une telle politigue de prévention nécessite une approche et une harmonisation

pluridisciplinaire. Nous proposons a cet effet I’adoption de quelques mesures de prévention:

- La réalisation d’un dépistage du streptocoque B par culture chez les patientes ayant consulté
vers la fin du 3°™ trimestre avec demande d’antibiogramme en cas d’allergie a la pénicilline.

- L’intégration d’une antibioprophylaxie pour les patientes répondant aux criteres et suivant
les protocoles dressés par les recommandations des sociétés et 1’équipement des pharmacies
en produits alternatifs aux pénicillines pour les cas d’allergie.

- La considération de la stratégie basée sur les facteurs de risque dans notre contexte surtout
qu’une grande partie des patientes que nous prenons en charge ne bénéficient d’aucun suivi
antérieur.

- La réalisation de tests cutanés chez les patientes ayant une histoire non documentée
d’allergie a la pénicilline avant de prescrire d’autres antibiotiques.

- L’intégration de ce protocole dans les séances de formation continue du personnel soignant
au niveau de la salle d’accouchement.

En effet, le développement de nouveaux tests de diagnostic rapide du SGB plus fiables et
moins onéreux modifiera peut étre la pratique du dépistage systématique maternel. Au lieu
d’effectuer un prélévement au troisieme trimestre, il sera alors possible de se contenter d’un

test lors de 1’admission en salle de naissance (les résultats étant disponibles en quelques
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minutes), ce qui permettra de ne proposer I’antibioprophylaxie qu’aux parturientes

effectivement porteuses de SGB lors du travail.

Dépistage et antibioprophylaxie dans les cadres recommandés sont et demeurent les
fondements d’une stratégie claire et efficace pour éviter les complications du portage du

S. agalactiae.

En outre, ce travail présente certaines limites;

Au cours de notre étude nous n“avons pas pu inclure toutes les femmes ayant consulté dans
les deux cabinets de gynécologues au cours de la période de travail, pour des problémes
d’organisation et/ou pour un suivi de grossesse. Cette base de données permettrait d"identifier
réellement des facteurs de risque de portage par comparaison entre les femmes colonisées et
non colonisées par le SGB.

- Faute de données complétes pour certains dossiers, nous n’avons pas pu €tudier tous
les cas de SGB positif.

- Il aurait été plus bénéfique de faire un suivi des femmes a statuts SGB positif afin de
tirer les conclusions sur les risques encourus (rupture prématurée des membranes,
nouveau-né infecté). Notre étude n’a pas non plus évalué les risques materno-foetales
chez des nouveau-nés, elle ne s’est penchée que sur les femmes enceintes.

Les résultats de cette étude permettent néanmoins de fournir des données
épidémiologiques sur les souches de S. agalactiae. Ce type d’étude d’incidence représente un
des éléments épidémiologiques qui peut étre intégré dans un programme plus global de lutte
contre la dissémination des infections a SGB.

Parallelement, la présente étude donne un apercu de la distribution des sérotypes,
génotypes et la sensibilité aux antibiotiques des isolats de SGB circulants a Guelma et a
Marseille. Une corrélation entre les sérotypes et 1’appartenance aux complexes clonaux a été
mise en évidence. Les résultats suggerent que les souches de SGB circulant ont une large
diversité phénotypique et génotypique et que les isolats résistants aux macrolides peuvent
survenir a la fois par la propagation clonale et 1’acquisition indépendante de génes de
résistance. Ces données sont importantes pour aider a la conception des stratégies de

prévention et de traitement pour les infections a SGB dans une région donnée.
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En utilisant le MALDI-TOF MS, tous les isolats de GBS ont été correctement identifiés au
niveau de l'espéce. Cette technique change I’approche des laboratoires de routine pour
I’identification des microorganismes et se positionne comme le test de premiere ligne pour
tous les isolats, réservant aux techniques phénotypiques conventionnelles a I’identification des
especes. L’application de MALDI-TOF pour I’identification des bactéries présente les
avantages suivants: rapidité, facilit¢é d’utilisation, reproductibilité, tragabilité, accés a
I’instrument 24h sur 24h. Ceci permet d’adresser les controles microbiologiques trés
rapidement et d’améliorer ainsi la prise de décision dans les investigations microbiologiques
meneées par les industries pharmaceutiques. Seul 1’investissement de 1’appareil (150-200 K€)
est susceptible de ralentir I’introduction de cette technique dans les laboratoires de
microbiologie. Par ailleurs, le génotypage des micro-organismes, a partir des produits

d’amplification génique, est une autre application pleine d’avenir.

Les applications de la spectrométrie de masse dans le domaine de la microbiologie sont
en plein développement. Cette technique expose une grande utilité dans le diagnostic
microbiologique dont il faut introduire cette nouvelle technologie dans les laboratoires

d’analyse Algérien.

Concernant la sensibilité aux antibiotiques, toutes les souches sont sensibles aux béta
lactamines, qui constituent le traitement de référence. En revanche, nous avons trouvé 40%
des souches résistantes a 1’érythromycine, ce qui confirme la nécessité de réaliser un

antibiogramme en cas d’allergie aux béta-lactamines.

Compte tenu de la sévérité de I’infection néonatale 2 SGB dont I’origine est la présence
de ce germe dans les voies génitales de la mere, il est capital d’instaurer des mesures

préventives afin de réduire I’incidence et la mortalité due a cette affection.

Par ailleurs, le sérotype capsulaire V est largement prédominant parmi nos souches
(44.1%), le sérotype Il connu pour sa pathogénicité chez les nourrissons représente 18.3%
des souches, et seulement trois souches possedent la séquence ST-17. Cependant, étant donné
I’incidence croissante des infections a SGB chez ’adulte, 1’incapacité a prévenir 1’infection
néonatale tardive par I’antibioprophylaxie per-partum et 1’infection au cours de la grossesse,

le développement d’un tel vaccin suscite un intérét grandissant.
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Des essais cliniques avec administration de candidats vaccins prépares a base de capsules de
différents serotypes de SGB ont été réalisés, démontrant que la capsule constituait
effectivement un candidat intéressant pour la mise au point d'un vaccin dirigé contre SGB.
Cependant, la synthése d’un vaccin procurant une immunité efficace contre tous les sérotypes
demeure un probléme délicat. Des protéines de surface de SGB, représentent une deuxiéme

cible vaccinale potentielle [48].

La diversité des lignées phylogénétiques de SGB représenté dans cette etude est
majoritairement impliquée dans les infections invasives chez les adultes et les nouveau-nés
pour leur grande majorité, appartiennent a un seul complexe clonal CC1, CC17, CC19 et CC
23.

Pour conclure, les données obtenues dans cette étude apportent un nouvel éclairage sur le
besoin d'une caractérisation plus rigoureuse et d'une détection de corrélations entre les
sérotypes, les génes de résistance et les groupes clonaux de SGB circulant dans une
population. Les études génétiques comparatives de S. agalactiae seront essentielles pour
exécuter des comparaisons épidémiologiques entre les pays, 1’évolution de cette espéce et
aussi bien que pour le développement des vaccins. Finalement, vu 1’augmentation
remarquable des taux de résistance a 1’érythromycine, la surveillance statistique locale est
recommandée dans la direction de [I'antibiothérapie empirique pour empécher le
développement de telles infections. Plus loin, d'autres études épidémiologiques dans d'autres
villes en France et dans d'autres villes Algériennes sont nécessaires pour appuyer et supporter

nos conclusions.
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Résumé

Objectif

Depuis longtemps, Streptococcus agalactiae est reconnu comme principal agent des
infections maternofoetales dont les conséquences sont dramatiques et il apparait également
comme un pathogene émergent dans les infections chez les adultes. Notre objectif est
d’évaluer la prévalence du portage de SGB chez la femme enceinte dans notre contexte
Algérien et de rechercher les éventuels facteurs prédictifs de ce portage. Parallélement,
rechercher la résistance bactérienne aux antibiotiques, les différents sérotypes circulant dans
notre région ainsi que la diversité génétique de ces isolats, en comparant a ceux isolés de
Marseille, France.

La présente étude décrit pour la premiére fois la diversité génétique et phénotypique des 93
isolats de Streptococcus agalactiae (SGB) collectés a Guelma, Algérie, et a Marseille, France.
Méthodes

Sur une période de trois ans, 93 isolats de SGB ont été collectées entre Guelma et Marseille.
Un prélevement vaginal a été réalisé de maniére prospective dans notre région chez 494
parturientes au cours des trois trimestres de la grossesse. L’identification de Streptococcus
agalactiae dans les prélevements vaginaux nous a permis de mesurer la prévalence de portage
chez les femmes enceintes Une analyse statistique des données a permis de tirer certaines
conclusions.

Toutes les souches ont été identifiées par MALDI-TOF MS. Ensuite, les tests de sensibilité
aux antibiotiques (méthode de diffusion de disques sur gélose et CMI par E. Test) ont été
réalisés selon les recommandations de la société Francaise de Microbiologie. Le support
moléculaire de la résistance aux antibiotiques et le sérotypage ont été étudié par PCR et
séquencage. La lignée phylogénétique de chaque isolat de SGB a été déterminée par
multilocus sequence typing (MLST) et regroupés dans des complexes clonaux (CC) en
utilisant le programme eBURST.

Résultats

La fréquence globale de portage chez la femme enceinte dans notre région est faible par
rapport a celle trouvée dans la littérature (9%). Un seul facteur favorisant la colonisation
maternelle est constamment retrouve.

Les isolats représentent 37 séquence types (STS), dont 16 étaient des nouveaux STs,
regroupes en cing CCs et appartenant a sept sérotypes. Le sérotype V était le sérotype le plus
répandu dans notre collection (44,1%). Les isolats de SGB de chaque sérotype ont été répartis
entre plusieurs CCs, y compris cps Il / CC19, cps V / CC1, cps la/ CC23, cps Il / CC10 et
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cps Il / CC17. Tous les isolats présentent une sensibilité a la pénicilline; alors que la
résistance a I'érythromycine a été détectée dans 40% et la tétracycline dans 82,2% des isolats.
Sur les 37 isolats résistants a I'érythromycine, 75,7% ont montré une résistance au macrolide-
lincosamide-streptogramine (MLSg phénotype) et 24,3% présentent une résistance au
macrolide (M phénotype). Une résistance constitutive MLSg (46%) médiée par le géne ermB
était significativement associée aux isolats de Guelma, tandis que le phénotype de résistance
M (24,3%) méditée par le gene mefA/E domine parmi les isolats de Marseille et appartenait a
la séquence type ST-23. La résistance a la tétracycline était principalement due a tetM, qui a
été détecté seul (95,1%) ou associé a tetO (3,7%).

Conclusions

La colonisation génitale par Streptococcus agalactiae chez la femme enceinte est une réalité a
ne pas sous-estimer vu les conséquences néonatales qui en découlent. Il serait souhaitable
d’instaurer une politique de dépistage systématique a terme chez toutes les femmes enceintes
dans notre contexte.

Ces résultats fournissent des données épidémiologiques dans ces régions qui établissent une
base pour surveiller une résistance accrue a I'érythromycine et fournissent également un

apercu des corrélations entre les clones, les sérotypes et les genes de résistance.

Mots clés: Streptococcus agalactiae, prévalence, infections, MALDI-TOF-MS, genes de

résistance, sérotypage, génotypage, MLST.
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Abstract

Objective

Historically, Streptococcus agalactiae is recognized as the principal agent maternofoetales
infection whose consequences are dramatic and it also appears as an emerging pathogen in
infections in adults. Our objective is to evaluate the prevalence of GBS carriage in pregnant
women in our Algerian context and seek potential predictors of this port. In parallel, search
bacterial resistance to antibiotics, different serotypes circulating in our region as well as the
genetic diversity of these isolates, comparing to those isolated from Marseille, France.
This study describes for the first time the genetic and phenotypic diversity of 93 isolates of
Streptococcus agalactiae (GBS) collected in Guelma, Algeria, and in Marseille, France.
Methods

Over a period of three years, 93 GBS isolates were collected between Guelma and Marseille.
A vaginal swab was performed prospectively in our region among 494 women in labor during
the three trimesters of pregnancy. The identification of Streptococcus agalactiae in vaginal
specimens allowed us to measure the prevalence among pregnant women carrying statistical
analysis of the data allowed to draw some conclusions.

All strains were identified by MALDI-TOF MS. Then, antibiotics susceptibility testing (disc
diffusion method and agar MIC E. Test) is carried out according to the recommendations of
the French Society for Microbiology. The molecular carrier antibiotic resistance and
serotyping have been studied by PCR and sequencing. The phylogenetic lineage of each
isolate of GBS was determined by Multilocus Sequence Typing (MLST) and grouped into
clonal complex (CC) using the eBURST program.

Results

The overall frequency of carry pregnant women in our area is low compared to that found in
the literature (9%). One factor promoting maternal colonization is constantly found.
The isolates represented 37 sequence types (STs), 16 of which were novel, grouped into five
CCs and belonging to seven serotypes. Serotype V was the most prevalent serotype in our
collection (44.1%). GBS isolates of each serotype were distributed among multiple CCs,
including cps 1/CC19, cps V/CC1, cps 1a/CC23, cps I1/CC10 and cps 111/CC17. All isolates
presented susceptibility to penicillin; whereas resistance to erythromycin was detected in 40%
and tetracycline in 82.2% of isolates. Of the 37 erythromycin-resistant isolates, 75.7% showed
the macrolide-lincosamide-streptogramin B (MLS)-resistant phenotype and 24.3% exhibited
the macrolide (M)-resistant phenotype. Constitutive MLSg resistance (46%) mediated by the

ermB gene was significantly associated with the Guelma isolates, whereas the M resistance
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phenotype (24.3%) mediated by the mefA/E gene dominated among the Marseille isolates and
belonged to ST-23. Tetracycline resistance was predominantly due to tetM, which was
detected alone (95.1%) or associated with tetO (3.7%).

Conclusions

Genital colonization by Streptococcus agalactiae in pregnant women is a reality not seen
underestimate neonatal consequences. It would be desirable to introduce a term systematic
screening policy for all pregnant women in our context.

These results provide epidemiological data in these regions which establish a basis for
monitoring increased resistance to erythromycin and also provide insight into the relationships

between the clones of the serotypes and the resistance genes.

Keywords: Streptococcus agalactiae, prevalence, infections, MALDI-TOF-MS, resistance

genes, serotyping, genotyping, MLST.
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Annexe 1. Model d’extraction des pics par le logiciel Excel.
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I’aide du logiciel Flex-Analysis (MALDI-TOF).
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Annexe 2. Exemple du blast du géne ermA de la souche M6 sur NCBI
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Annexe 3. PCR multiplexe selon le modele de Poyart et al.,(2007)

A) Multiplex PCR reaction 1 B) Multiplex PCR reaction 2
Mila Ib I W Iv vV VIVl Vi M la b I 11 IV V VI VIL Vi

2072 2072

300 1500

100 1000

500 500
300

200

> Les types de souches analysées CPS sont indiqués ci-dessus leurs couloirs respectifs.
(A) Multiplex PCR pour la détection de types CPS la, Ib, II, III, et IV; (B) PCR
multiplex pour la détection de types de CPS V, VI, VII, et VIII. Voies M, taille
standard moléculaire (échelle de 100 pb; Invitrogen). Les nombres sur la droite de

chaque panneau sont en paires de bases.
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Annexe 4. PCR multiplexe selon le modele de Imperi et al.,(2010)

IV -V VI VII VIIIIX

» Les Profils des produits de PCR attendu pour les 10 sérotypes sont mentionnés dans le

tableau ci-dessous.

Taille des amplicons en paires de base (géne ciblé)

Sérotype

la 688 (cpsL) ; 272 (cpsG)

Ib 688 (cpsL) ; 621 (cpsd) ; 272 (cpsG)
I 688 (cpsL) ; 465 (cpsd) ; 272 (cpsG)
i 688 (cpsL) ; 352 (cpsG)

v 688 (cpsL) ; 538 (cpsd) ; 272 (cpsG)
\Y 688 (cpsL) ; 582 (cpsN) ; 272 (cpsG)
VI 688 (cpsL) ; 470 (cpsl) ; 352 (cpsG)
VIl 688 (cpsL) ; 272 (cpsG) ; 179 (cpsl)
Vil 688 (cpsL) ; 438 (cpsJ)

IX 688 (cpsL) ; 272 (cpsG) ; 229 (cpsl)




Annexe 5. Résultats de typage moléculaire par PCR

» Sérotype: la

M13 M14
o P e e e

» Sérotype : 1l




A40 M1 M2

» Sérotype : 1l

A3 A5 A6

WZS

» Sérotype : IV

A24 A25

A30 A31 A32 A38

A28 A4l A42 A43 Ad4

M48 M50

A39




> Sérotype : V

A10 A11 A12 A13 A14 A15 Al6 Al7 Al18 A22 A23 A26 A27 M3

M3 M4 M6 M10 M11

M43 M45 M46 M47




Al19 A21 A34

A36
2
M49
M e T e

» Sérotype : VII

M18
—
—

> Sérotype : VIII
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Annexe 6. Caracteéristiques phénotypiques et moléculaires des 44 souches de SGB isolées a Guelma en fonction des trimestres de la grossesse.

1T 26T 3T
03-15 SA (n=4) 16-28 SA (n=21) 29-41 SA (n=7) 34-38 SA (n=12)

Al7 misbc-Tet-V-686*-Sg Al tet-V-1-CC1 A6 Tet-111-19-CC19 (39SA) A2 tet-V-1-CC1

A20 Tet-la-166-CC23 A3 tet-111-19-CC19 A8 tet-11-10-CC10 A5 tet-111-19-CC19

A36 Tet-V-521-CC19 Ad tet-V-1-CC1 103 misbc-Tet-V-460-CC1 Al2 misbc-Tet-V-19-CC19

A43 misbi-Tet-111-19-CC19 A7 tet-11-10-CC10 Al3 misbc-Tet-V-687*-CC19 Al6 misbi-Tet-V-19-CC19
A9 misbc-tet-11-19-CC19 Al8 misbc-Tet-V-689*-CC1 A21 tet-V-1-CC1
Al10 misbc-Tet-V-19-CC19 A30 misbc-tet-11-1-CC1 (40SA) A3l misbc-tet-11-1-CC1
All mishi-Tet-V-233-CC19 A35 Tet-V-690*-CC10 A32 misbc-tet-11-1-CC1
Al4 misbi-Tet-V-685*-CC19 A33 tet-la-158-CC19
Al5 misbc-Tet-V-1-CC1 A34 tet-V-1-CC1
Al19 mishi-Tet-V-688*-Sg A40 M-tet-11-241-CC19
A23 Tet-V-19-CC19 A4l misbi-Tet-111-19-CC19
A24 Tet-111-19-CC19 Ad4 misbc-tet-111-691-CC19
A25 Tet-111-19-CC19
A26 tet-V-677-CC19
A27 Tet-V-19-CC19
A28 Tet-111-19-CC19
A29 tet-11-10-CC10
A37 tet-11-10-CC10
A38 tet-11-563-Sg
366 tet-11-569-CC10
478 mlsbc-tet-111-19-CC19

*Nouveau ST; T. Trimestre; Sg. Single ST; SA. Semaine d’aménorrhée.
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