UNIVERSITE CHEIKH ANTA DIOP DE DAKAR

*khkkkk

FACULTE DE MEDECINE, DE PHARMACIE ET D’ODONTOLOGIE

ANNEE : 2018 N° 88

4 N

RECHERCHE DE STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE

PAR DETECTION RAPIDE D’ANTIGENE
SOLUBLES DANS LES URINES A DAKAR

- /

MEMOIRE
DU DIPLOME DE MICROBIOLOGIE FONDAMMENTALE ET APPLIQUEE
Le 27 juin 2018
Présenté et soutenu publiquement
Par

Yves Kodjo VIGBEDOR

MEMBRES DU JURY
Président : M Cheikh Saad Bouh BOYE Professeur
Membres : Mme Ndéye Coumba KANE-TOURE Professeur

M Gora MBAYE Maitre de Conférences Agrégé

M Abdoulaye SECK Maitre-Assistant

Directeur de mémoire : Dr Abdoulaye SECK Maitre-Assistant



Au Pere, au fils et au saint esprit.

MASTER DE MICROBIOLOGIE FONDAMMENTALE ET APPLIQUEE




DEDICACES

MASTER DE MICROBIOLOGIE FONDAMMENTALE ET APPLIQUEE




JE DEDIE CE TRAVAIL A ...

A mes trés chers parents mon Pére Emmanuel VIGBEDOR et a ma Maman Kaa
BANAWOYE, qui m’ont apporté leur soutien tout au long de cette formation et sans qui la tache
aurait éte plus compliquée. Aucune dédicace ne saurait étre assez éloquente pour exprimer ce que
Vous méritez pour tous ce que vous avez accompli me concernant depuis ma naissance jusqu’a ce
jour. Puisse Dieu vous guider dans tout ce que vous entreprenez et que vous aurez a entreprendre,
et aussi puisse Dieu vous bénir et vous accorder une bonne santé et une trés longue vie.

A mes deux gentilles sceurs Ida et Nicole qui n’ont ménagée aucun effort pour m’accompagner
tout au long de ce trajet de par leurs encouragements, leurs conseils et prieres. Je ne saurais assez
les remercier, les mots ne suffisent pas pour exprimer 1’amour que je vous porte. Je vous dédie ce
travail avec tous mes veeux de plénitude dans tous les domaines.

A toute ma famille je ne saurais vous témoigner ce sentiment que je ressens du fait d’avoir de votre
soutien depuis que je suis tout petit.

Au Dr Abdoulaye SECK pour son énorme soutien et son temps accordé dans 1’accomplissement
de ce projet.

A tout le personnel de I’unité de biologic médicale de bactériologie a I’Institut Pasteur de Dakar
particulierement 8 Mme NDIAYE Rougui et & Mr Abou DJOP.

A tous mes Maitres du Master de Microbiologie Fondamentale Appliquée (MFA).

A mes ainés du Master de Microbiologie Fondamentale et Appliquée.

Aux collegues du Master de Microbiologie Fondamentale et Appliquée de ma promotion.

A mes cadets du Master de Microbiologie Fondamentale et Appliquée.

A mes amis, qui m’ont soutenu surtout dans les moments difficiles et qui me facilitent tellement

de choses.

MASTER DE MICROBIOLOGIE FONDAMMENTALE ET APPLIQUEE




A NOS MAITRES ET JUGES

MASTER DE MICROBIOLOGIE FONDAMMENTALE ET APPLIQUEE




A notre Maitre et Président du Jury
Monsieur Cheikh Saad Bouh BOYE, Professeur

Vous nous faites un grand honneur de présider ce jury de mémoire malgré vos multiples
occupations. Nous vous sommes trés reconnaissants pour vos conseils tout au long de cette
formation.

\/os paroles nous ont servis, aussi Nous sommes reconnaissant pour de votre temps que vous nous
avez consacré.

Nous vous adressons nos sinceres remerciements.

A notre Maitre et Juge de mémoire
Madame Ndéye Koumba KANE-TOURE, Professeur

La spontanéité avec laquelle vous avez accepté de juger ce travail nous réjouis. Vous nous avez
guidé et prodigué des conseils avec beaucoup d'amabilité et de bon sens. Plus qu’un honneur ¢’est
une joie pour nous, de vous compter parmi nos juges et de pouvoir profiter de vos compétences.
Votre disponibilité, la sympathie ainsi que 1’accueil bienveillant font partie de vos nombreuses
qualités humaines.

Nous vous prions cher maitre, d’accepter notre profonde gratitude.

A notre Maitre et Juge de mémoire

Monsieur Gora MBAYE, Maitre de Conférences Agrégé

Nous vous sommes trés reconnaissants pour 1’honneur que vous nous faites en acceptant de de
juger notre modeste travail en dépit de vos multiples occupations. Merci de votre grande

disponibilité.

MASTER DE MICROBIOLOGIE FONDAMMENTALE ET APPLIQUEE




Votre générosité, rigueur et sympathie font de vous une personne que nous admirons. Les qualités
qui font de vous un enseignant émérite, admiré et aimé de tous, nous serviront de modele.

Puisse Dieu vous accorder une carriere fructueuse.

A notre Maitre et Directeur de mémoire
Monsieur Abdoulaye SECK, Maitre-Assistant

Gréace a vous ce projet a pu tenir, vous nous avez énormément apporté en terme d’aide pour que
ce travail puisse étre de meilleur niveau et correct, vous nous avez pousse, supporté, guidé et grace
avous nous avons pu réaliser ce travail trés enrichissant et trés passionnant sur ce sujet de mémoire.
Un grand merci pour la rigueur par laquelle ce travail a été réalise.

Votre role de directeur et de grand homme nous a permis d’en apprendre de par votre savoir. Nous
VOUS remercions pour votre temps que vous nous avez consacré tout au long du travail. Nous vous
remercions aussi pour ce plus que vous nous avez apporté.

Puisse Dieu vous guider afin que vous réalisiez tous vos projets.

MASTER DE MICROBIOLOGIE FONDAMMENTALE ET APPLIQUEE




BPCO
CWPS
HEAR
IPD
LBA
LZD
PAC
PCR
TDR
VIH
VP
VPC

Sigles et abréviations

: Bronchopneumopathie Chronique Obstructive
: Pneumococcal Cell Wall Polysaccharide
: Hopital d'Enfants Albert Royer

> Institut Pasteur de Dakar

: liquide de lavage broncho-alvéolaire

: Linézolide

: pneumonie aigué communautaire

: réaction en chaine par polymérase

: test de diagnostic rapide

- virus de I'immunodéficience humaine
: vaccin polysaccharidique

: vaccin polysaccharidique conjugué
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Selon I’OMS, 1a pneumonie etait la premiére cause infectieuse de mortalité chez I’enfant
en 2015 [45, 82, 84] et, une importante cause de décés chez les personnes agées [10]. Ainsi en
2015, 922136 enfants de moins de 5 ans sont décédés des suites d'une pneumonie. Cette pathologie
affecte ainsi bien les enfants que les adultes dans le monde [43, 47].

Au Sénegal, il a été recensé 3500 déces d’enfants de moins de 5 ans dUs aux pneumonies,
soit en moyenne 10 décés par jour en 2014. Streptococcus pneumoniae est le pathogene bactérien
le plus impliqué dans la survenue de la pneumonie. Le diagnostic microbiologique de la pneumonie
est souvent difficile dans nos pays a ressources limitées par le manque de moyens au niveau des
laboratoires et de personnels qualifiés. Le traitement antibiotique est d’emblée entamé en cas de
diagnostic clinique de la pneumonie sans ’identification de 1’étiologie en cause. Depuis quelques
années des kits de recherche d’antigeéne urinaire du pneumocoque ont été mis sur le marché pour
apporter une solution a la problématique du diagnostic bactériologique de cette bactérie.

C’est dans ce cadre que nous avons entrepris cette étude chez les patients atteints
d’infection respiratoire aiglie dont 1’objectif général était d’évaluer la prévalence de 1’antigéne du
pneumocoque dans les urines en comparant deux tests de détection rapide (BIOSYNEX ®
Streptococcus pneumoniae et Binax NOW ® Streptococcus pneumoniae) [25].

Ce document est constitué de deux parties :

- une premiére partie qui concerne la revue de la littérature sur les généralités du

pneumocoque.

- une deuxiéme partie qui décrit le travail expérimental réalise au cours de cette étude.
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PREMIERE PARTIE:
REVUE DE LA LITTERATURE
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I. Généralités sur Streptococcus pneumoniae

I-1. Taxonomie

Streptococcus pneumoniae encore appelé pneumocoque appartient a la division des
Firmicutes, a la classe des Cocci, a I’ordre des Lactobacillales, a la famille des Streptococcaceae
et au genre Streptococcus.

Sur la base de 1’analyse phylogénétique comparative des geénes codant les ARN 16S ribosomaux,
les streptocoques sont classés en 6 groupes: Pyogenic (comprenant entre autres S. pyogenes et S.
agalactiae), Salivarius, Bovis, Mutans, Anginosus, et Mitis. Ce dernier groupe comprend entre
autres S. pneumoniae, S. mitis, S. oralis et S. gordonii, et est constitué de trois sous-ensembles or1,
or2 et or3 (pneumocoque constitue a lui seul le sous-ensemble or3). Ces membres du groupe Mitis
partagent pres de 99% d’identité de séquence avec S. pneumoniae, faisant de ces espéces les

principales sources d’ADN pour le transfert horizontal de genes [62].

I-2. Caractéres bactériologiques

- Caracteres morphologiques

Le pneumocoque se présente sous forme de cocci, immobile et asporulé avec un diameétre
inférieur a 2 um. Dans les produits pathologiques, il se présente sous forme de cocci lancéolés,
appariés par leurs extrémités pointues, formant un chiffre 8 et a Gram positif.

Les pneumocoques peuvent étre entourés d'une capsule [78].

.
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Figure 1 : Aspect du pneumocoque aprés coloration de Gram (présence de capsule).

(www.respir.com, consulté le 01/01/2018)
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- Caractéres culturaux
Les colonies de pneumocoque se présentent sous forme de colonies transparentes, rondes, de 0,5
a 1 mm de diametre. Elles peuvent présenter un aspect ombiliqué di a une autolyse spontanée.
L’aspect peut étre lisse ou rugueux, bombé ou muqueux lorsque la capsule est épaisse (cas des
sérotypes 3 et 37) [5]. L aspect muqueux est di a I’exubérance des capsules. Les formes lisses (S :
smooth) sont constituées de bactéries capsulées et virulentes alors que les formes rugueuses (R :
rough) ne sont pas capsulées et donc non virulentes.
Cet aspect peut varier en cas de carences en magnésium ou les chainettes sont relativement
longues.
La culture est favorisée par une atmosphere enrichie en CO- (5 a 10%) pendant 24 a 48h et entre
35 a 37 °C avec un pH optimal de 7,8. Les milieux les plus couramment utilisés sont la gélose
trypticase soja ou la gélose Columbia enrichies de 5% en sang défibriné de mouton ou de cheval,
la gélose chocolat supplémentée, la gélose Columbia ANC (acide nalidixique, colistine), les
milieux liquides tamponnés (bouillons cceur-cervelle ou Todd-Hewitt) [20].
En culture, les pneumocoques développent une hémolyse de type alpha en aérobiose et une
hémolyse de type béta en anaérobiose stricte ou en présence d’antibiotiques modifiant la paroi
(pénicilline ou la vancomycine), ou encore aprés action des autolysines et libération de la
pneumolysine. Apres 24 heures de culture sur milieu gélosé au sang, les colonies sont alpha-
hémolytiques, de 1 mm de diametre a bord régulier et une surface bombée. Le pneumocoque en
culture peut subir une autolyse spontanée et cet effet peut étre limité par 1’utilisation de milieux
enrichis tamponnés (tampon succinate) [13].
- Caractéres biochimiques
Streptococcus pneumoniae ne posséde pas de catalase et de peroxydase, d’ou I’accumulation de
peroxyde d’hydrogeéne en partie responsable de son autolyse. Elle est sensible genéralement a
I’optochine (diameétre d’inhibition compris entre 12-35 mm) mais 0,5 a 5% des pneumocoques
sont résistantes a cette derniére. Le pneumocoque est lyse par la bile. Les sels biliaires en présence

de désoxycholate de sodium activent I’autolysine. [70].
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- Caractéres antigéniques

Le pneumocoque posséde :

- les antigénes somatiques : ils sont de nature protéique et polysaccharidique.

- les antigenes capsulaires : ils sont de nature polysaccharidique dont la composition permet de
distinguer des sérotypes classés en 45 sérogroupes [72]. Ainsi, quatre-vingt-dix types de capsules
de pneumocoque différents ont été identifiés permettant de caractériser autant de serotypes [37].
On identifie ces sérotypes par le gonflement capsulaire (appelé test de Quellung ou de Neufeld)

produit pas les antiserums diriges spécifiquement contre un type capsulaire [11].

I-3. Epidémiologie

Streptococcus pneumoniae est une bactérie commensale des voies aériennes supérieures
de I’homme. Le réservoir est représenté essentiellement par le rhinopharynx des porteurs
asymptomatiques qui contribuent a la transmission du germe. Le pneumocoque colonise
précocement le rhinopharynx au cours de la vie. A 1’age de 2 ans, tous les enfants ont été en contact
avec ce pathogene [33], et 50% sont des porteurs [50].
La fréquence du portage est augmentée par la vie en collectivité de jeunes enfants surtout en
créche, ’importance de la fratrie, la promiscuité, la saison froide, ou I’existence d’une infection
virale concomitante [36] ; par contre elle est diminuée par certains traitements antibiotiques et
certains vaccins.
Le pneumocoque est transmis d’un individu a un autre par le biais de gouttelettes de Pflligge
provenant des voies aériennes supérieures. Elle est favorisée par la promiscuité, la saison froide,
une infection virale des voies aériennes supérieures. La transmission survient habituellement dans
une famille ou une collectivité, particulierement de jeunes enfants [38].
Les pneumococcies sont particulierement fréquentes sur des terrains a risque d’infection : les ages
extrémes de la vie et les sujets atteints par certaines pathologies sous-jacentes (insuffisance rénale
chronique, splénectomies anatomiques ou fonctionnelles, immunodépression) [13].
Le systéme immunitaire d’un enfant peut étre affaibli par la malnutrition ou la sous-alimentation,

notamment pour les nourrissons qui ne sont pas allaités exclusivement au sein. Des maladies
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preexistantes, comme une infection a VIH symptomatique ou la rougeole, augmentent également

le risque.

D’autres facteurs favorisent significativement le risque d’étre infecté par une souche de sensibilité

diminuée a la pénicilline notamment la prise d’antibiotique (surtout les béta-lactamines) [31].

I-4. Pouvoir pathologique

Les infections pneumococciques peuvent étre invasives ou non invasives.
Les infections pneumococciques non invasives comprennent la bronchite, 1’otite moyenne, la
sinusite.
Les infections invasives dues au pneumocoque comprennent les bactériémies, les septicémies,
I’ostéomyélite, 1’arthrite septique, la pneumonie, la méningite, etc. [64].

Ces infections peuvent étre d’origine communautaire ou nosocomiale.
Les pneumonies communautaires sont des infections respiratoires aigiies dont la gravité
symptomatique impose I’hospitalisation des patients.
Une pneumonie nosocomiale est une infection contractée dans un établissement de soins aprés un
séjour de plus de 48 heures. Les pneumonies nosocomiales viennent au premier rang par leur
gravité parmi les infections nosocomiales, la mortalité atteint 20 a 50 %. Le diagnostic est suspecté
sur D’existence d’une fievre, de sécrétions trachéo-bronchiques purulentes, d’une image
radiologique (opacité alvéolaire). Le traitement antibiotique initial empirique dépend
de I’environnement microbien hospitalier et de 1’unité de soins intensifs ou le malade est traité
[63].

I-5. Diagnostic bactériologique d’une infection a pneumocoque
En fonction de I’aspect clinique, plusieurs types de prélevements peuvent étre

effectués [71]:
- L’Expectoration : C’est un prélévement non invasif, effectué le matin, au réveil apres ringage
bucco-dentaire a I’eau distillée stérile et lors d’un effort de toux, aidé si besoin d’une
Kinésithérapie.
- L’Aspiration endotracheale (ou bronchique) : C’est un prélévement effectué en utilisant une
sonde ou d’un fibroscope afin d’évacuer les secrétions produites par la muqueuse de la trachée ou

des bronches. Elle peut étre réalisée par la sonde d’intubation.
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- Le Liquide de lavage broncho-alvéolaire (LBA): C’est un prélévement invasif effectué en
injectant dans les bronches et les alvéoles pulmonaires du liquide physiologique (50 a 250 ml),
stérile a 37 °C, ou un agent mucolytique qu’on récupére ensuite.

-Le prélevement distal protégé et le brossage au cours d’une fibroscopie . C’est un prélevement
invasif, effectué par une brosse (dispositif de Winberley) glissée au travers d’un fibroscope et
dirigee sous contrdle de la vue pour réaliser le prélevement bactériologique. La brosse est ensuite
retirée et placée dans 1’cau physiologique tamponnée stérile (1ml).

- L’urine : elle est recueillie totalement le matin chez le patient dans un pot d’urine stérile [76].

I-6. Traitement et prévention

— Traitement
Jusqu'a maintenant, les pneumocogues sont généralement sensibles a la majorité des antibiotiques
aI’exception des aminoglycosides [61]. Les principaux antibiotiques utilisés sont les B-lactamines,
les macrolides, les fluoroquinolones, les tétracyclines, les glycopeptides (vancomycine), la
linézolide (LZD).
Le choix du traitement se fait principalement en fonction de la pathologie considérée et suivant les
recommandations des algorithmes de traitement adoptés. Le traitement de premiere ligne contre
les pneumopathies et otites moyennes aiglies dues au pneumocoque consiste généralement en la
prescription d’amoxicilline tandis que pour les méningites, 1’association céfotaxime
(céphalosporine de troisieme génération) et vancomycine (glycopeptide) est privilégiée. En cas
d’allergies aux [-lactamines, les macrolides (érythromycine) ou les fluoroquinolones
(ciprofloxacine) sont le plus souvent utilisés.
Cependant, il a été noté I’émergence et la propagation de souches résistantes aux antibiotiques. Le
premier cas de pneumocoque résistant a la pénicilline est documenté en 1967 en Nouvelle Guinée
[35].
Avec I’utilisation intensive des antibiotiques, des souches résistantes a la pénicilline ont été
identifiées dés 1977 en Afrique du Sud dans un hépital de Johannesburg [57]. Ces souches
présentaient également des résistances aux macrolides, a la tétracycline et au chloramphénicol [6].
Depuis lors, les souches résistantes aux antibiotiques se sont largement répandues. Leur émergence

et leur dissémination sont favorisees par une consommation d’antibiotiques élevée.
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— Prévention
Il s’agit de I’utilisation des antigénes polysaccharidiques, qui permet de solliciter
I’immunité dépendante des cellules T (mémoire immunitaire).
Il existe deux types de vaccins anti-pneumococciques : les vaccins polysaccharidiques et les
vaccins polysaccharidiques conjugués.
-Vaccin polysaccharidique (VP)

Le Pneumovax® est le premier vaccin anti-pneumocoque mis sur le marché en 1983. Ce vaccin
contient des antigénes polysaccharidiques purifiés dérivés de la capsule de 23 sérotypes (1, 2, 3,
4,5,6B, 7F, 8, 9N, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F et 33F) [58]. Les
sérotypes contenus dans la formulation vaccinale procureraient environ 90% de protection contre
les isolats provenant du sang et 85% de protection contre les isolats de pneumocoque colonisant
des sites stériles. Ce vaccin polysaccharidique permet uniquement 1’activation de lymphocytes B
produisant des immunoglobulines M (IgM), insuffisantes a elles seules pour assurer une mémoire
immunologique stable et conférant trés peu d’immunité mucosale. Ainsi, ce vaccin induit une
réponse immunitaire indépendante des cellules T généralement faible et inconsistante chez les
enfants de moins de deux ans et les patients immunodéprimés. Le VP est recommandé chez les
enfants ayant plus de deux ans ainsi que les adultes immunocompétents, chez lesquels, il confere
une protection de 60-80% contre les infections invasives a pneumocoque. Le VP aurait un effet
protecteur chez les groupes a risque, entre autres, chez les patients agés ayant des maladies
respiratoires obstructives chroniques, les patients aspléniques ou les patients a risque de contracter

une infection a pneumocoque [4].
-Vaccin polysaccharidique conjugué (VPC)

Le Prevenar® disponible dans les pays en voie de développement depuis printemps 2008 est
composé de polysaccharides de capsule conjugues a la protéine diphtérique CRM197 en
suspension dans une solution contenant un adjuvant (phosphate d’aluminium), ce qui induit une
réponse immunitaire dépendante des cellules T [1]. A cause de I’immunogénicité de la liaison des
polysaccharides a I’adjuvant, le nombre de sérotypes couverts par le vaccin est limité. Dans le

Prevenar® -7, il y a 7 sérotypes identifiés (4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, et 23F) comme les plus
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infectieux chez I’enfant avant sa commercialisation, couvrant 55 a 85% des sérotypes causant des
infections aux pneumocoques en Asie, en Europe et aux Etats-Unis [65]. Cette couverture est
moins complete dans les autres régions du monde, car les sérotypes majeurs infectant les enfants
sont différents de ceux existant en Europe et aux Etats-Unis. La mise sur le marché du vaccin
Prevenar13 ®, compléte la protection apportée par I’ajout de 6 sérotypes émergents (1, 3, 5, 6A,
7F, 19A). Ces vaccins sont destinés a tous les enfants de moins de 2 ans, aux enfants a risque
jusqu’a 5 ans, mais il est également recommandé pour les plus de 65 ans. Ces vaccins induisent
une réponse immunitaire T-dépendante. Durant cette réponse, des lymphocytes T auxiliaires sont
actives. Ceux-ci cooperent avec les lymphocytes B dans les organes lymphoides secondaires, pour
former un centre germinatif au sein duquel les lymphocytes B subissent la maturation d’affinité et
la commutation de classe, passant de la production d’IgM a celle d’IgG ou d’IgA. Ces dernicres
sont des immunoglobulines sécrétoires conférant une forte immunité mucosale. De plus la réponse
T-dépendante permet la mise en place d’une mémoire immunologique, par I’établissement de

lymphocytes B meémoires [16].
Il. Tests de détection des antigénes du pneumocoque dans les urinaires

Les tests de diagnostic rapide (TDR) ont connu un grand essor en biologie. Ils permettent d'obtenir
dans un délai bref le diagnostic d'une maladie infectieuse. Au Seénégal, ces tests sont
particulierement intéressants, le diagnostic biologique des maladies infectieuses devant étre
simple, fiable, rapide et peu colteux. Les tests de diagnostic rapide par immunochromatographie
dans le LCR pour le diagnostic des méningites a pneumocoques ont une sensibilité de 95% et une
spécificité de 100%. Cependant, la coloration de Gram demeure indispensable. Dans le cadre des
pneumonies, un test de diagnostic rapide détectant dans les urines (test Binax NOW ®
Streptococcus pneumoniae urinary antigen) la présence d'antigénes de S. pneumoniae a des
performances satisfaisantes avec une sensibilité de 60 a 70%, nettement plus élevée en cas de
bactériémie ou chez les patients VIH positifs ou immuno-déprimés (plus de 90%) et une spécificité
proche de 100%.
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DEUXIEME PARTIE : TRAVAIL
EXPERIMENTAL
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l. Objectifs de I’étude

L’objectif de ce travail était d’étudier la prévalence de I’antigéne du pneumocoque dans les urines
chez les patients présentant une infection respiratoire aigile en comparant deux tests de détection
rapide (BIOSYNEX ® Streptocoque pneumoniae et Binax NOW ® Streptococcus pneumoniae).

I1. Cadre de I’étude

Cette étude prospective a été réalisée au Laboratoire de Biologie Médicale de 1’ Institut Pasteur
de Dakar (IPD) en collaboration avec I’Hopital d’Enfants Albert Royer (HEAR) de FANN, la
Clinique de Pneumonologie de I’hopital de FANN et I’Hopital Aristide le Dantec.

Cette étude a été réalisée entre juillet 2017 et février 2018.
I11. Matériels et méthodes
[11-1. Matériels

-Pots d’urine.

-Fiche d’identification.

-Poches d’urine.

-Glaciére.

-Gants.

-Kit Binax NOW ® Streptococcus pneumoniae.

-Ecouvillons échantillons.

-Ecouvillon contréle positif Binax NOW ® Streptococcus pneumoniae.
-Ecouvillon contrdle négatif Binax NOW ® Streptococcus pneumoniae.
-Kit BIOSYNEX® Streptococcus pneumoniae.

-Pipette en plastique.

-Flacon de contrble positif et de compte-goutte contenant le diluant (BIOSYNEX®
Streptococcus pneumoniae).

-Reéactif A Binax NOW ® Streptococcus pneumoniae.
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[11-2. Méthode
I11-2-1. Population d’étude
Tout patient quel que soit I’age et le sexe présentant une infection respiratoire aigué.
Les patients présentant une infection respiratoire chronique ou la tuberculose étaient exclus.

I11-2-2. Recueil des prélévements d’urines
L’urine était recueillie dans les pots d’urine stériles le matin puis acheminée au laboratoire.
L’urine pouvait étre conservée a température ambiante entre 15°C et 30°C jusqu’a 24 heures.
Si I’analyse était différée, les échantillons d’urines étaient conserveés entre 2°C et 8 °C ou
a-20 °C.

I11-2-3. Détection d’antigéne pneumococcique urinaire
[11-2-3-1. Kit Binax NOW ® Streptocoque pneumoniae

» Principe

La carte Alere de Binax NOW® Streptococcus pneumoniae est un test
immunochromatographique sur membrane destiné a la détection de I’antigene soluble
pneumococcique dans 1’urine. Des anticorps de lapin anti-Streptococcus pneumoniae sont
adsorbés sur une membrane en nitrocellulose sous forme d’une ligne échantillon. Les anticorps
de lapin anti-Streptococcus pneumoniae et anti-espéces sont conjugués a un marqueur séché
sur un support fibreux inerte. Le tampon conjugué qui en résulte et la membrane contenant les

lignes forment la bandelette de test.

» Mode opératoire

Pour effectuer le test, il faut plonger un écouvillon dans 1’échantillon (d’urine), le retirer,
puis I’insérer dans la carte-test. Trois gouttes du réactif A (une solution tampon) sont ajoutées
a I’aide d’un flacon compte-gouttes. La carte-test est ensuite fermée, mettant en contact
I’échantillon et la bandelette test. L’antigéne pneumococcique présent dans 1’échantillon se lie

alors a I’anticorps anti-Streptococcus pneumoniae conjugué. Le complexe antigéne-conjugué

MASTER DE MICROBIOLOGIE FONDAMMENTALE ET APPLIQUEE




qui en résulte est capturé par I’anticorps anti-Streptococcus pneumoniae immobilisé, formant
ainsi la ligne échantillon. Les anticorps de contréle immobilisés capturent les anticorps

conjugués anti-espéces, formant ainsi la ligne de contrdle.

> Interprétation des résultats
Le résultat est interprété selon la présence ou 1’absence de lignes colorées (rose au violet.)
visibles a la fenétre de lecture.
Le dosage n’est pas valide si la ligne de controle n’apparait pas, malgré la visibilité ou non
de la ligne échantillon. (Cf. figure 4)
Le résultat est considéré comme négatif si seule la ligne de contr6le était visible au bout de
15 minutes. (Cf. figure 2)
Le résultat est considéré positif si les lignes controle et échantillon étaient visibles au bout
de 15 minutes. (Cf. figure 3)

Ligne contréle

Ligne echantillon

v I

BinaxNOW’
Streptococcus pneumoniae

Figure 2 : Résultat négatif avec Binax NOW ® Streptococcus pneumoniae

MASTER DE MICROBIOLOGIE FONDAMMENTALE ET APPLIQUEE




=

LN )

Figure 3 : Résultat positif avec Binax NOW ® Streptococcus pneumoniae

-
CONTROL
SAMPLE

Figure 4 : Résultat non valide avec Binax NOW ® Streptococus pneumoniae
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[11-2-3-2. BIOSYNEX ®Streptococcus pneumoniae
» Principe

Le test BIOSYNEX ® Streptococcus pneumoniae est basé sur une
technologie immunochromatographique détectant les polysaccharides capsulaires (CWPS)
dans les urines.

Une paire d’anticorps monoclonaux anti-polysaccharides capsulaires (antigene) est
utilisée pour la détection des polysaccharides capsulaires. L’un des deux anticorps est
immobilisé sur la membrane de nitrocellulose au niveau de la ligne test : cela correspond a
I’anticorps de capture. Un autre est couplé a des particules d’or colloidales servant de
marqueurs colorés pour la révélation ultérieure. Lors de la migration du prélévement, les
antigenes, dans le prélevement forment des complexes antigenes-anticorps avec des
anticorps couplés. Ces complexes seront capturés par les anticorps de capture au niveau de

la ligne test, créant une ligne colorée en pourpre produite par les nanoparticules d’or.

» Mode opératoire

On ramene tous les composants du kit et 1’échantillon a la température ambiante.
On homogénéise le prélevement et on préleve une fraction de celui-ci grace a la pipette
jetable. On ajoute une goutte (30 ul) du prélevement avec la pipette plastique fournie dans
le puit d’échantillon de la cassette. On évite toute bulle d’air et toute contamination sur la
fenétre de la lecture. On ajoute immédiatement 3 gouttes de diluant.

On lit le résultat aprés 15 minutes. On n’interpréte pas les bandes de test

apparaissant 20 minutes apres la pose du prélevement dans la cassette.

»  Interprétation des resultats
Elle est réalisée apres 15 minutes d’incubation.
Le dosage n’est pas valide si aucune ligne colorée visible n’apparait au niveau de la ligne
contréle quelque soit le résultat pour la ligne du test.
Le résultat est négatif lorsque seule la ligne colorée du contrdle apparait.
Le résultat est positif lorsque les lignes controle(C) et échantillon(T) sont visibles

(colorees).
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Figure 5 : Résultat négatif avec BIOSYNEX ® Streptococcus pneumoniae
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Figure 6 : Résultat positif avec BIOSYNEX ® Streptococcus pneumoniae
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S pneumonae

Figure 7 : Résultat non valide avec BIOSYNEX ® Streptococcus pneumoniae

I11-2-4. Lecture en aveugle

La lecture des Kits était réalisée en aveugle par deux techniciens. Chacun faisait la lecture

du kit sans connaitre le résultat obtenu par son collégue sur I’autre kit.

Saisie des résultats

Les résultats ont été saisis sur fichier Excel. En cas de non concordance de résultat pour un

prélevement, une technique PCR était prévue.
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1VV-Résultats

IV-1. Population d’étude

Au total, 111 patients ont été inclus dans 1’étude avec une majorité provenant de 1’Hopital
d’Enfants d’Albert Royer (55%) avec un sex ratio de 3,4 en faveurs des hommes (Figure 8).
L’age moyen des patients était de 24,9 ans (avec des extrémités de 1 an et de 93 ans).

La tranche d’age la plus représentatée (31.5% ; 35) était constituée des enfants agés de [0 a 4 ans].

70
60
50
40
30
20

10

0 .. ...

HEAR Service Pneumologie Dantec IPD

Figure 8 : Site de provenance des échantillons urinaires

IV-2. Recherche d’antigénes du pneumocoque dans les urines
L’antigéne urinaire du pneumocoque a été trouvé dans les urines chez 14,4% de patients

inclus (N=16) dont la majorité était des enfants qui étaient hospitalisés a I’Hopital
d’Enfants Albert Royer (HEAR) (Cf Tableau I).
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Tableau I: Résultats de la recherche d’antigéne du pneumocoque dans les urines en

fonction des services.

Sites de prélevement Positif N ;(%) Négatif N;(%) Total N ;(%)
HEAR 12; (10,8%) 49 ; (44,1%) 61 ; (54,9%)
Service Pneumologie 3;(2,7%) 40 ; (36.0%) 43; (38,7%)
Dantec 0; (0%) 5; (4,5%) 5; (0,04%)
IPD 1;(0,9%) 1;(0,9%) 2;(1,8%)

Total 16 ; (14,4%) 95 ; (85,6%) 111 ; (100%)

L’antigéne urinaire du pneumocoque a été détecté plus chez les enfants agés de [0 a 4 ans]

avec (N=7 ; 6,3%) et particulierement chez les patients de sexe masculin (12,6%).

Tableau I1: Recherche d’antigéne du pneumocoque dans les urines en fonction du sexe.

Genre Positif N ;(%) Négatif N ;(%) Total N ;(%)
Féminin 2; (1,8%) 23 (20,7%) 25 : (22,5%)
Masculin 14 ; (12,6%) 72 (64,8%) 86 ; (77,4%)
Total 16 ; (14,41%) 95; (85,5%) 111 ; (100%)
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VI-3. Résultats en fonction des Kits Binax NOW ® Streptococus pneumoniae et
BIOSYNEX ® Streptococcus pneumoniae
Les deux kits ont montré le méme pourcentage de positivité sur les échantillons urinaires

testés (cf Tableau I11).

Tableau I11: Détection d’antigéne urinaire sur les kits Binax NOW ® Streptococcus
pneumoniae et BIOSYNEX ® Streptococcus pneumoniae.

Résultat positif Résultat négatif
Kits
N % N %
Binax NOW 16 144 95 85,6
BIOSYNEX 16 14,4 95 85,6

En comparaison avec le kit Binax NOW ®, la sensibilité et la spécificité du kit Biosynex
® étaient de 100%.
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V-DISCUSSION

Cette étude prospective a été réalisée au Laboratoire de Biologie Médicale de I’IPD

en collaboration avec 1’Hopital Enfant Albert Royer de FANN, la clinique de pneumologie
de FANN et le Laboratoire de Bactériologie virologie de I’hopital Le DANTEC.
Elle avait pour objectif de rechercher I’antigéne du pneumocoque dans les urines de
patients présentant une infection respiratoire aigiie en comparant le kit BIOSYNEX®
Streptococcus pneumoniae a celui de Binax NOW ® Streptococcus pneumoniae utilisé
comme test de référence.

Notre population d’étude était constituée de 111 patients agés de 1 an a 93 ans avec
une moyenne de 24,9 ans et une sex-ratio de 3,4 en faveur des hommes.

La majorité des patients inclus dans notre étude provenaient de 1’Hopital d’Enfants Albert
Royer (HEAR) et du service de pneumologie de FANN qui sont des structures qui
accueillent des patients présentant des infections respiratoires.

Les enfants &geés de [0 a 4 ans] constituaient la tranche d’age la plus représentative (N=35 ;
31,5%). La recherche de I’antigéne urinaire du pneumocoque a été positive chez 14,4% de
patients (N=16) avec une majorité des cas (N=7 ; 6,3%) notée chez la tranche d’age [0 a 4
ans]. Chez ces enfants, le portage du pneumocoque est tres élevé, ce qui peut constituer un
risque d’infection pneumococcique chez ces derniers et de retrouver 1’antigene de
pneumocoque dans les urines [8, 50].

La comparaison des deux tests BIOSYNEX ® Streptococcus pneumoniae et Binax NOW
® Streptococcus pneumoniae avait montré les mémes pourcentages de positivité et de
négativité sur les mémes échantillons (14,4%).

La recherche d’antigénes de pneumocoque présente des avantages comme, I’utilisation
d’échantillons d’urines faciles & obtenir, ’obtention des résultats dans de brefs délais (15
minutes) et la détection de I’antigéne méme dans le cas d’une antibiothérapie préalable
[72,73]. Cependant, ces tests présentent des limites avec la positivité du résultat du test
urinaire chez les enfants ayant un portage de pneumocoque au niveau du nasopharynx [71].
En effet, chez I’enfant la recherche d’antigéne soluble urinaire pneumococcique n’est pas
recommandée en raison de faux positifs liés au portage fréquent et asymptomatique du
pneumocoque. On peut observer également 1’élimination des antigénes dans les urines qui

peut se prolonger a plusieurs mois apres 1’épisode infectieux en cas de pneumopathie
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récurrente, le test de détection rapide ne présente donc pas d’intérét et un résultat positif
dans ce contexte doit étre interprété prudemment [22,54]. Une étude a été réalisée entre
janvier et novembre 2008 au dispensaire St Martin de Medina pour étudier le portage de
pneumocoque chez les enfants de 0 a 2 ans, 264 enfants ont été inclus, 50% des enfants
avait un portage de pneumocoque élevé [30].

De méme la vaccination anti-pneumococcique peut également interférer sur le résultat du
test, celui-ci ne devant pas étre effectué dans les 5 jours qui suivent 1’administration du
vaccin [77].

Néanmoins, un résultat négatif n’exclut pas le diagnostic [40].

Le calcul de la sensibilité et de la spécificité du kit BIOSYNEX ® Streptococcus
pneumoniae était de 100% en prenant comme test gold standard le kit Binax NOW ®
Streptococcus pneumoniae.

Au vu des résultats, le Kit BIOSYNEX® Streptococcus pneumoniae pourrait étre utilisé
au méme titre que le kit Binax NOW® Streptococcus pneumoniae pour la recherche de
I’antigéne du pneumocoque dans les urines.

La sensibilité et la spécificité du kit BIOSYNEX® Streptococcus pneumoniae étaient
similaires a celles du kit Binax NOW ® Streptococcus pneumoniae, tous les deux évalués
sur des échantillons d’urines de patients suspectés d’infection respiratoire dont I’étiologie
n’a pas été identifiée.

Cette étude est la premiere a notre connaissance a comparer le kit BIOSYNEX ®
Streptococcus pneumoniae a celui de Binax NOW ® Streptococcus pneumoniae.
L’utilisation des tests d’antigénes urinaires de pneumocoque est recommandée chez les
patients hospitalisés avec pneumonie communautaire pour orienter une antibiothérapie
précoce et ciblée [29, 59]. En effet, ces tests de détection d’antigénes urinaires sont
indiqués uniquement dans la stratégie diagnostique de pneumopathies aigué
communautaire (PAC), mais ne présentent pas d’intérét dans la bronchite ou I’exacerbation
de BPCO (bronchopneumonies chroniques obstructives) [83]. Ainsi les tests de diagnostic
rapide de Streptococcus pneumoniae permettent d’augmenter le taux de détection

étiologique des pneumopathies et de mettre en place une antibiothérapie adaptée.
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VI-RECOMMENDATIONS

Des recommandations nous semblent nécessaires pour 1’utilisation des tests de détection
rapide de I’antigéne du pneumocoque dans les urines :

-Ces tests doivent étre utilisés chez les patients adultes présentant une pneumonie aigué
communautaire (PAC).

-1l n’est pas recommandé d’utiliser ces tests chez les enfants & cause du portage élevé de
pneumocoque.

-L’interprétation des résultats doit tenir en compte de la vaccination réalisée 5 jours avant
la réalisation du test.
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CONCLUSION

Cette étude a été réalisée au Laboratoire de Biologie Médicale de I’IPD en collaboration
avec 1I’Hopital Enfant d’Albert Royer de FANN, la Clinique de pneumologie de FANN et
le Laboratoire de Bactériologie et de Virologie de 1’Hopital Aristide le Dantec.

L’objectif était d’étudier la prévalence de I’antigéne du pneumocoque dans les urines chez
les patients présentant une infection respiratoire aiglie en comparant deux tests de détection
rapide (BIOSYNEX® Streptocoque pneumoniae et Binax NOW® Streptococcus
pneumoniae).

Au total, 111 patients ont été inclus dans 1’étude avec une moyenne d’age de 24,9 ans et
des extrémités de 1 an et 93 ans, avec un sex-ratio 3,4 en faveur des hommes

La tranche d’age [0 a 4 ans] était la plus représentative (31,5%).

La majorité des patients provenait de 1’Hopital d’Enfants d’ Albert Royer (55%).
L’antigéne urinaire du pneumocoque a été retrouvé chez 14,4% des patients (n=16).
L’antigene urinaire était positif chez 20% (7/35) des enfants &gés de [0 & 4 ans].
L’utilisation des deux kits (BIOSYNEX ® Streptococcus pneumoniae et Binax NOW ®
Streptococcus pneumoniae) pour la détection de 1’antigéne urinaire a montré des résultats
identiques sur les échantillons étudiés (14,4%).

Ces résultats montrent que le kit BIOSYNEX ® Streptococcus pneumoniae peut étre utilisé
au méme titre que le kit Binax NOW ® Streptococcus pneumoniae pour la détection de
I’antigéne urinaire du pneumocoque.

Ces tests de détection rapide de I’antigene du pneumocoque dans les urines sont
recommandés chez les patients adultes présentant une pneumonie aigué communautaire,
mais ne sont pas recommandés chez les enfants du fait du portage nasal élevé du
pneumocoque et I’interprétation des résultats doit tenir compte de la vaccination realisée
dans les 5 jours précédant la réalisation du test.

Une étude sur un échantillonnage plus grand pourra permettre d’avoir une meilleure idée
de la sensibilité et de la spécificité du kit BIOSYNEX ® Streptococcus pneumoniae par

rapport a Binax NOW ® Streptococcus pneumoniae.
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ANEXE :

Recherche de Pneumocogue par détection des antigénes solubles dans les urines a Dakar

Fiche guestionnaire

Prise d’antibiotiques : ouid non O

Conservation des urines a4°C: oui O non O
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RESUME :
Contexte :

Pneumonies avec comme pathogéne bactérien le plus impliqué dans sa survenue Streptococcus
pneumoniae touchent des personnes vulnérables (enfants, personnes agées et immuno-déprimées),
ils entrainent la mort dans beaucoup de cas et selon OMS en 2015, 922 136 enfants de moins de
5 ans sont décédés des suites de pneumonies. Au Sénégal, il a été recensé 3500 déces d’enfants de
moins de 5 ans dds aux pneumonies, soit en moyenne 10 déceés par jour en 2014. Dans nos pays
en voie de développement nous rencontrons des difficultés de diagnostic pneumonie par déficit
cliniciens et aussi par coit du ticket aussi la confirmation pneumonie au laboratoire n’est pas
toujours facile. Depuis quelques années des kits de recherche d’antigéne urinaire du pneumocoque
ont été mis sur le marché pour apporter une solution a la problématique du diagnostic
bactériologique de cette bactérie L objectif de cette étude était d’étudier la prévalence de I’antigéne
urinaire du pneumocoque chez les patients présentant une infection respiratoire aigué en
comparant deux tests de détection rapide d’antigénes de pneumocoque dans les urines (BinaxNOW

®Streptococcus pneumoniae versus Biosynex ®Streptococcus pneumoniae ).
Meéthodologie :

Notre étude a porté sur 111 patients atteints de pneumonies aigués communautaires. Les
échantillons d’urine ont été prélevés afin de pouvoir y effectuer la détection d’antigéne soluble de
pneumocoque sur les deux kits BinaxNOW ®Streptococcus pneumoniae et Biosynex
®Streptococcus pneumoniae.

Résultat :

Au total, 111 patients ont été inclus dans 1’étude. L’age moyen était de 24,9 ans avec un Sex ratio:
3,4 en faveur des hommes. La tranche d’age [0 a 4 ans] était la plus représentative (31,5% ; 35).
Le portage du pneumocoque est trés élevé chez les enfants et 1’antigene urinaire pneumocoque
détecté plus chez les hommes. La comparaison entre Biosynex ® et BinaxXNOW® a montré de

mémes pourcentages de positivite (14,4%).

Conclusion : Ces données sont en faveur de I’utilisation de Biosynex ® au méme titre que

BinaxNOW® chez les patients adultes présentant les pneumonies aigués communautaire.

Mots clés : pneumonies aigués communautaire, pneumocoque
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