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Introduction

INTRODUCTION

Les premiers cas d’infection néonatale & Streptococcus agalactiae, ou streptocoque du groupe
B, ont été décrits dans les années 1960. Depuis son émergence en pathologie infecticuse
néonatale dans les années 1970, le streptocoque B est devenu la premiére cause d’infection
bactérienne sévere du nouveau-né. Cette augmentation de I’incidence des septicémies et des
méningites néonatales a été observée dans tous les pays industrialisés. Malgré les progreés
thérapeutiques, ces infections néonatales restent associées a une morbidité et une mortalité
importantes, notamment chez les prématurés. Les répercussions en terme de santé publique
sont importantes en raison des séquelles neurologiques que ces infections peuvent entrainer
chez le nouveau-né et des complications maternelles du post-partum.

Dans les années 1990 les efforts de prévention ont permis, avec la publication de
recommandations pour la prévention des infections néonatales a streptocoque B par le CDC
(Center for Diseases Control and Prevention) en 1996, de diminuer 1’incidence de ces
infections. L’identification des grossesses a risque, notamment le dépistage des femmes
enceintes colonisées par le streptocoque B et l'antibioprophylaxie per-partum, sont les

éléments clés de ces stratégies préventives.

La premiére partie de ce travail consiste en une revue de la littérature, composée d’une
description de la bactérie, de sa pathogénicité chez la mére et le nouveau-né et des différentes
attitudes préventives recommandées. Cette premilre partie se termine par ’étude des
méthodes diagnostiques, et notamment 1’intérét et les limites des techniques rapides de
dépistage du streptocoque B au moment de I’accouchement.

La seconde partie est composée d’un travail expérimental de mise au point et d’évaluation

d’une technique rapide de détection du streptocoque B par PCR en temps réel (real time
PCR).
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1- Données bactériologiques sur le streptocoque B

1.1 Caractéres Morphologiques et culturaux

Le streptocoque B se présente sous ’aspect de cocci a Gram positif, de diamétre voisin de
2pm, immobiles et asporulés. Ces cocci sont groupés en courtes chainettes.

Les streptocoques B nécessitent pour leur multiplication del nombreux facteurs de croissance
présents dans les milieux de culture complexes (gélose Trypticase-soja enrichie de 5% sang
de mouton, bouillon Todd-Hewitt a base d’infusion de viande). La température optimale de
croissance est comprise entre 35 et 37°C et la culture est améliorée par une atmosphére
contenant 5% de gaz carbonique. Les streptocoques B sont des anaérobies aérotolérants,
catalase et oxydase négatifs (79).

Sur gélose au sang, aprés 24 heures d’incubation a 37°C, le streptocoque B donne des
colonies assez typiques. Elles sont d’'un diameétre de 1 2 2 mm, opaques et bombées avec un
bord régulier, parfois muqueuses ou pigmentées, masquant une zone étroite d’hémolyse de

type B. Notons que des variants non hémolytiques ont été décrits.

1.2 Habitat

Le réservoir naturel est humain mais également animal, le streptocoque B ayant été
initialement isolé de 1ésions mammaires chez les bovidés. Chez I'Homme, le streptocoque B
est un commensale de I’intestin, du vagin et du périnée (chez la femme), de 'urétre (chez

I’homme), et des voies respiratoires supérieures (4).

1.3 Ultrastructure

La paroi des streptocoques B est constituée d’une capsule polysaccharidique, support des
antigénes de type, d’un polyoside C, support des antigénes de groupe et d’un peptidoglycane.
La bactérie libére de nombreuses protéines extracellulaires (le CAMP-factor, une hémolysine,

un pigment caroténoide, une hyaluronate lyase et trois ribonucléases).
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1.3.1 La capsule

Partie la plus externe de la paroi, la capsule est formée d’un polyoside ramifié spécifique de
type (substance S) formé de D-galactose, de glucose, de N-acétylglucosamine et d’acide N-
acéthylneuraminique ou acide sialique (4). La capsule représente I’antigéne majeur des
streptocoques B. Les antigénes polyosidiques capsulaires (Ia, Ib, II, HI, IV, V, VI, VII et
VIID), et leur association aux protéines de surface (C, R et X) sont a la base du sérotypage des

streptocoques B utilisé en épidémiologie. Il existe également des souches non typables.

1.3.2 Le polyoside C

Le polyoside C est formé de molécules polyosidiques ramifiées. Il est situé entre la couche
protéinique et le peptidoglycane, auquel il est associ€ par des liaisons covalentes. Les
molécules de base de ce polyoside sont le rhamnose, le N-acétylglucosamine et le galactose.

Le polyoside C représente 1’antigéne spécifique de groupe utilisé dans la méthode de

Lancefield pour la classification des streptocoques en 17 sérogroupes (79).

1.3.3 Autres composants de la paroi

- Entre la capsule et le polyoside C se trouve la couche protéinique formée par les prdtéineé
T,R,Xet C.

- Le peptidoglycane est un constituant permanent de toutes les parois bactériennes dont il
assure la rigidité. C’est un hétéropolymére formé d’un réseau de chaines polyosidiques
reliées entre elles par de courtes chaines peptidiques. C’est le constituant principal de la
paroi bactérienne. ‘

- Les acides lipoteichoiques sont des polyméres linéaires de glycérol et de phosphore,
amphiphiles et immunogenes. Ils sont ancrés par leur extrémité lipidique dans la
membrane cytoplasmique. Les acides lipoteichoiques traversent la couche de
peptidoglycane et le polyoside C, puis ils s’étendent & I’extérieur de la bactérie sous la

forme de longs filaments.

1.4 Facteurs de virulence bactériens

La virulence du streptocoque B est liée a son pouvoir d’adhésion aux cellules, d’invasion des

tissus et 2 son action sur le systéme immunitaire de 1’hdte. La sécrétion de médiateurs

-5-
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inflammatoires (TNFo, thromboxane A; et prostaglandine I, notamment) induite par
Pinfection a streptocoque B, joue également un rdle important dans le syndrome septique

(figure 1). Parmi les différentes souches, celles de sérotype I et III sont particuliérement
virulentes.

- Alveolus
(d) Aspiration of GBS
into lung of infant
(€} Amnionitis:
proliferation of GBS
. . (a) Replication of
(b) Ascentio GBS within alveoli
aminonic cavity
GBS (b} Invasion of
{a) Colonization respiratory epithelial
of vagina and pulmonar
endothelial cells to
penetrate barriers
) Pulmonary
Vagina capillary
Infection
Invasion
ee
ces 0@ o
o0 e ® L
°®
. _ Macrophage
(a) Inhibition by capsule
of phagocytosis by PAM
] ) . (@) Induction of
{) Inhibition by capsule inflammatory med
o ory iator
of C3 deposition - release by GBS
() Failure of
phagooytosis by )
PMN due to lack
of C3 deposition licta ][ 6 | [Nk [Pa, | [, |
Y [
At 1] N
) 1
Yoo\, ey - | ® Sepsis syndrome
VoL
« ¥ y 4
{i) Pulmonary hypertension
(it) Hypoxemia
PMN . (iii) Systemic hypotension
Evasion : Inflammation
& 1994 Current Opinion in Infectious Diseases

Figure 1 : mécanismes de pathogénicité du streptocoque B (86)

C3 (facteur 3 du complément), CR (récepteur du complément), INF (interféron), IL (interleukine), PAM
(macrophage pulmonaire alvéolaire), PG (protaglandine), TX (thromboxane), TNF (tumor necrosis factor).




Synthése bibliographique
1.4.1 La capsule

La capsule est considérée comme le facteur de virulence le plus important. L’acide sialique
qui entre dans la structure des composés polyosidiques capsulaires, inhibe 1’opsonisation par
le facteur C3 du complément ainsi que ’activation du complément par la voie alterne, ce qui
bloque la phagocytose par les polynucléaires neutrophiles (84). L’acide sialique interviendrait
également dans les capacités invasives de la bactérie (84). Les souches de sérotype III

possedent dans leur capsule une concentration particuliérement élevée en acide sialique.

1.4.2 Les acides lipoteichoiques

L’adhésion- d’une bactérie a un tissu représente 1’étape initiale de 1’infection. Pour le
sireptocoque B, cette étape est nécessaire a ’invasion des cellules épithéliales du nouveau-né.
Le mécanisme d’adhérence fait intervenir les acides lipoteichoiques (84). Les récepteurs
spécifiques de ces acides se trouvent essentiellement sur les tissus immatures. Ainsi le
streptocoque B adhére de facon plus efficace aux cellules épithéliales néonatales qu’aux
cellules €pithéliales matures de 1’adulte. Cette étape est un facteur déterminant de 1’infection
du nouveau-né. Les acides lipoteichoiques interviendraient également dans la libération de

cytokines proinflammatoires par les monocytes (84).

1.4.3 La C5a peptidase

Sérine estérase produite par de nombreuses souches de streptocoque B, cette peptidase
inactive le facteur C5a du complément par clivage. Elle contribue ainsi a la virulence de la
bactérie par inhibition de la phagocytose par les polynucléaires neutrophiles en interférant

avec I’activité chimiotactique du facteur C5a (84).

1.4.4 La hyaluronate lyase

Cette protéine faciliterait la dissémination de la bactérie dans les tissus par clivage de I’acide
hyaluronique, composant majeur du tissu conjonctif (84). La hyaluronate lyase est sécrétée a

un taux particuliérement élevé par les souches de sérotype III.
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1.4.5 La protéine C

Ce complexe protéique est formé de quatre composés antigéniques (o, 3, y et 8), les composés
o et f sont exprimés a la surface de la bactérie. La protéine C est retrouvée chez environ 60%
des souches de streptocoque B isolées de prélévcﬁ:lcnts cliniques (59). Elle est notamment
présente dans la majorité des souches de sérotype Ia, Ib et II. Dans les souches de sérotype III
on retrouve une protéine de surface appelée Rib, trés similaire au composé o de la protéine C
(84). La protéine C semble contribuer a la résistance de la bactérie en interférant avec les
mécanismes d’opsonisation et de phagocytose. Elle serait également associée au
développement d’une immunité protectrice (59).

Le composé § de la protéine C se fixe au fragment Fc des immunoglobines A, ce qui pourrait

jouer un rdle critique dans la résistance de la bactérie aux défenses mucosales de I’héte (59).

1.4.6 L’hémolysine

Cette protéine est responsable de I’hémolyse des hématies de différentes especes de
mammiféres (mouton, cheval). Son role comme facteur potentiel de virulence est discuté. Elle

aurait un effet cytopathogéne sur les cellules de 1’épithélium pulmonaire (84).

1.4.7 Le CAMP-factor

Protéine extracellulaire diffusible produite par la grande majorité des streptocoques B. Cette
protéine sensibilise les hématies de mouton & I’action hémolytique de 1’hémolysine p de
Staphylococcus aureus. Cette hémolysine staphylococcique est en fait une sphingomyélase
qui va convertir la shingomyéline présente dans la membrane des érythrocytes en céramide.
Le CAMP-factor va ensuite se fixer sur les contenus membranaires en céramide formés, ce
qui conduit & une instabilité physico-chimique de la membrane et a une lyse cellulaire (46).

I’expression du CAMP-factor apparait contribuer 2 la virulence des streptocoques B mais son
mécanisme de pathogénicité demeure inconnu. Sa fixation sur le fragment Fc des
immunoglobulines G et M pourrait rendre inefficace le mécanisme d’opsonisation de ces

immunoglobulines (84).
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1.4.8 La protéine Lmb

Récemment une nouvelle protéine de surface a été décrite, la Lmb (Laminin binding),
présente dans tous les sérotypes. Cette lipoprotéine permet 1’attachement des streptocoques B
a la laminine humaine, ce qui pourrait contribuer a la colonisation des cellules épithéliales par

la bactérie (84).

1.5 Epidémiologie

Les dernieres études épidémiologiques ont montré un changement au cours des dix dernieres
années, dans la distribution des sérotypes des streptocoques B isolés d’infections invasives
chez les nouveau-nés. Les sérotypes la et III restent prédominants, alors que le sérotype II a
diminué et le sérotype V est apparut. Une étude récente aux USA, chez des nouveau-nés
atteints d'infections invasives, montre la répartition suivante des différents sérotypes : Ia 40%,
Ib 9%, II 6%, III 27%, V 15% et non typable 3%. Les sérotypes IV, VI, VII et VIII sont
rarement retrouvés dans les infections néonatales (55).

L'émergence du sérotype V, depuis quelques années, est confirmée par d’autres auteurs. Dans
une étude de 1996, réalisée sur des souches de streptocoque B isolées d’infection invasive
chez des adultes et des nourrissons, le sérotype V représentait 21% des souches (24).

La répartition des sérotypes semble variable selon les zones géographiques. Des études au
Japon décrivent les sérotypes VI (25%) et VIII (36%) comme prédominants parmi les souches

de streptocoque B isolées chez des femmes enceintes colonisées (52).

la=40%

O =27%

[1=6% 1b=9%

Figure 2 : répartition des sérotypes de streptocoque B responsables d’infections néonatales (55)
(NT = souches non typables)
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2- Infections materno-feetales a streptocoque B

2.1 Colonisation maternelle par le streptocoque B

La prévalence du portage asymptdmatique du streptocoque B chez la femme enceinte varie de
10 a 30%, suivant les études, avec en moyenne un taux de 20 a3 25% en Amérique du Nord et
de 10 2 15% en Europe. Ces chiffres varient en fonction des populations étudiées, des sites de
prélévements (vagin ou rectum) et de la méthode de culture utilisée (enrichissement sur
milieu sélectif ou non). Une étude multicentrique réalisée en Ile de France en 1992, sur pres
de 1900 femmes, a montré un taux moyen de colonisation maternelle de 10% (8,6 a 13,2%

selon les centres) (53).

2.1.1 Epidémiologie de la colonisation maternelle

L’épidémiologie de la colonisation maternelle est complexe. Plusieurs équipes ont tenté de
dégager des critéres de sélection susceptibles de classer la future mére en patiente a forte
probabilité de colonisation. Une des études épidémiologiques les plus importantes a été
réalisée sur 7742 femmes enceintes aux Etats Unis (73). Différents facteurs ont été associés a
une colonisation vaginale importante. Selon 1’origine ethnique la prévalence était différente :
les hispaniques originaires des Caraibes étaient les plus colonisées, suivies des femmes noires,
puis des femmes blanches et des hispaniques originaires du Mexique. D’autres études ont
également retrouvé une colonisation plus fréquente chez les femmes noires. La colonisation -
par le streptocoque B est également plus fréquente chez les femmes primipares par rapport
aux femmes multipares.

Autre facteur associé & une colonisation plus importante, le diabéte. Ramos et coll. ont
rapporté un taux de colonisation de 43,8% chez des femmes diabétiques, contre 22,7% dans
un groupe témoin (72).

Dans les pays en voie de développement, les taux de colonisation semblent similaires & ceux
retrouvés aux Etats-Unis et en Europe. Une publication a recensé les études de prévalence de
la colonisation vaginale par le streptocoque B dans ces pays (34 études incluant 7730
femmes). Le taux de colonisation global était de 17,8% avec la répartition suivante selon les
zones géographiques : Afrique du Nord et Moyen Orient 22%, Asie et Pacifique 19%, Afrique
subsaharienne 19%, Inde et Pakistan 12% et Amériques 14% (85).
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2.1.2 Particularités de la colonisation maternelle

Le réservoir primaire du streptocoque B semble €tre le tube digestif, & partir duquel s’effectue
la colonisation des voies génitales (13, 45). Le streptocoque B est isolé au moins deux fois
plus fréquemment dahs les prélévements rectaux par rapport aux prélévements vaginaux.
Dillon et coll. ont montré que le tractus intestinal était le premier site de contamination par la
bactérie chez des femmes auparavant non colonisées (33). Il existerait également une

transmission sexuelle du streptocoque B.

La colonisation vaginale maternelle est trés instable. Des auteurs ont étudié la persistance de
cette colonisation tout au long de la grossesse et ont défini trois catégories de portage. (10,
97). Le portage est dit chronique si' I’on retrouve au moins trois cultures consécutives
positives avec le méme sérotype. Il est dit transitoire si I’on retrouve une culture positive
encadrée de deux cultures négatives, et intermittent si I’on retrouve au moins deux cultures
positives séparées par une culture négative. Une femme porteuse de streptocoque B & un
moment donné de sa grossesse peut donc ne plus 1’étre a son accouchement et inversement.
Les deux études montrent qu’environ un tiers des femmes sont des porteuses chroniques.
L’isolement du streptocoque B au niveau du rectum pourrait prédire la persistance du portage

vaginal et serait associé a un portage chronique (33).

2.2 Colonisation néonatale par le streptocoque B

La colonisation d’un nouveau-né est révélée par une culture positive au niveau de
prélévements périphériques (gorge, peau, ombilic, rectum), du placenta ou du liquide
gastrique. Selon Schuchat et coll., le taux de colonisation néonatale par le streptocoque B est
de 5 4 40%, variant selon la population étudiée, la méthode de culture utilisée, le site prélevé
et le nombre de prélevements effectués (82). Le streptocoque B est isolé de 10 & 20% des
liquides gastriques des nouveau-nés (79).

La colonisation néonatale survient chez 50 a2 70% des nourrissons nés de méres colonisées au
moment de I’accouchement. Malgré ce taux élevé de transmission, seuls 1 2 3% des nouveau-

nés colonisés développeront une infection symptomatique (60).
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Une colonisation maternelle importante et la persistance du portage au cours de la grossesse

sont les facteurs de risque de transmission périnatale les plus importants (45).

La transmission du streptocoque B aux nouveau-nés peut se faire selon quatre voies
différentes (61). La contamination in utéro transcervicale par voie ascendante, avec ou sans
rupture des membranes, est la voie la plus fréquente. L’infection foctale est secondaire 4 la
déglutition ou a I’aspiration du liquide amniotique infecté (figure 1). Cette transmission est
responsable des formes précoces d’infections, apparaissant dés les premiéres heures de vie.

La contamination du nouveau-né lors du passage dans la filiere génitale est la deuxi¢me voie
de transmission verticale. Elle est moins fréquente que la précédente et est responsable des
formes précoces d’infections & début retardé, apparaissant entre le troisitme et le septiéme
jour de vie. L’invasion bactérienne se fait alors par la traversée des téguments, des muqueuses
conjonctivales, digestives ou respiratoires du nouveau-né.

Le feetus peut également étre contaminé par voie hématogéne au cours d’une bactériémie chez
la mére. Mais ce mode de contamination semble beaucoup plus rare.

Enfin, le dernier mode de contamination est la transmission horizontale, aprés la naissance,
par la mere ou le personnel soignant. La transmission peut également se faire d’enfant a
enfant par l’intermédiaire du personnel soignant. Cette contamination postnatale est

responsable des infections néonatales tardives.

2.3 Pouvoir pathogéne du streptocoque B

2.3.1 Retentissement sur la grossesse

La littérature est assez univoque sur le retentissement du portage asymptomatique du
streptocoque B sur I’évolution de Ia grossesse (23). La relation entre portage vaginal maternel
et accouchement prématuré est démontrée en cas de forte colonisation. La relation entre
rupture prématurée des membranes et colonisation vaginale maternelle est, quant a elle plus

discutée.

2.3.2 Infections maternelles

L’incidence des infections puerpérales a streptocoque B serait de 2% des grossesses (22). Le

streptocoque B serait responsable de 20% des endométrites du post-partum, de 15 4 30% des
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chorioamniotites et de 25% des bactériémies maternelles aprés césariennes. Il peut également
étre. responsable d’infections urinaires, d’abceés de paroi et plus rarement d’infections
invasives (22, 23).

Les infections maternelles périnatales a streptocoque B sont favorisées par une forte
colonisation génitale, 1’existence d’une bactériurie a streptocoque B, un accouchement
prématuré et surtout, par la réalisation d’une césarienne (23). La présence d’une bactériurie
asymptomatique est reconnue comme liée a4 une forte colonisation vaginale. A la différence
des chorioamniotites, le risque d’endométrites du post-partum ne semble pas influencé par
I’importance de la colonisation maternelle (51).

On a pu constater que la prévention de la transmission néonatale du streptocoque B par une
antibiothérapie per-partum réduit significativement les endométrites du post-partum. Suite
aux efforts de prévention des infections néonatales par antibioprophylaxie per-partum,

I'incidence des infections invasives & streptocoque B a diminué de 21% chez la femme

enceinte entre 1993 et 1998, aux Etats-Unis (80).

2.3.3 Infections néonatales

En estimant la prévalence du portage vaginal maternel a 20% et la colonisation des nouveau-
nés de meres porteuses a 50%, Goldenberg et coll. prévoient annuellement aux Etats-Unis la
naissance de 400 000 nouveau-nés colonisés, de 6800 cas d’infections néonatales évoluant
favorablement sans séquelle, de 400 déces et de 1200 enfants infectés avec séquelles

neurologiques (39).

Les infections néonatales a streptocoque B peuvent se présenter sous deux formes cliniques

différentes.

a) La forme précoce (early-onset disease)

L’infection précoce est la forme la plus fréquente des d’infections néonatales; elle représente
environ 80 & 85% des cas. Ces infections néonatales 2 streptocoque B sont rares mais
gravissimes. On estime leur fréquence entre 1 et 3%o des naissances vivantes, 5%o chez les
nourrissons nés de méres colonisées et 40%o en cas de facteurs de risque périnataux associés
(28). Les derniéres études américaines indiquent des taux de 0,8 2 1,6%0 des naissances

vivantes (70, 80).
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Le tableau clinique se développe au cours de la premi¢re semaine de vie, et dans 80% des cas
dans les premitres 24 heures. Cette infection est caractérisée principalement par une
septicémie accompagnée ou non d’une pneumonie. Les signes respiratoires (apnée, détresse
respiratoire) sont fréquents. Une localisation méningée peut étre observée dans 5 3 15% des

cas.

La contamination par voie ascendante transcervicale est responsable de 1a majorité des formes

précoces débutant dans les 48 premicres heures de vie.

La mortalit¢ des infections précoces est en nette diminution depuis plusieurs années,
probablement en raison des progrés du traitement symptomatique de réanimation et de
I’antibiothérapie. Ce taux de mortalité est actuellement de 5 & 15%, contre 20 & 40% dans les
années 1980 et 30 a 90% dans les années 1970 (23, 80). La prématurité augmente
significativement le risque de mortalité, avec un taux de 25 & 30% chez les prématurés de

moins de 33 semaines, contre 2 a 8% pour un enfant né a terme (22, 80).

Il existe de nombreux facteurs de risque de 1’infection néonatale précoce & streptocoque B
(19). Etant donné la voie de transmission, le principal facteur de risque est la colonisation
vaginale maternelle au moment de I’accouchement. Le taux d’infection augmente avec le
degré de cette colonisation. Une chorioamniotite est également un marqueur de haut risque
d’infection néonatale, méme chez des enfants dont les méres ont recu un traitement
antibiotique prophylactique.
Les autres facteurs de risque reconnus sont (19, 81) :

- un accouchement prématuré (< 37 semaines de gestation)

- une fiévre maternelle supérieure a 37,5°C pendant le travail

- une rupture prématurée des membranes

- une rupture prolongée des membranes (>12 ou 18 heures)

- un faible poids de naissance (<2,5kg)

- une bactériurie a streptocoque B pendant la grossesse

- un faible taux sérique d’anticorps maternels dirigés contre les antigénes
polysaccharidiques du streptocoque B

- un age maternel inférieur a 20 ans

- un antécédent d’un enfant ayant eu une infection a streptocoque B
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b) La forme tardive (late-onset disease)

L’infection tardive débute entre le 7°™ jour et le 3°™ mois de vie, en moyenne un mois aprés
la naissance, mais elle peut survenir jusqu’a 6 mois. Sa fréquence est de 0,5 & 1%0 des
naissances vivantes. Elle atteint préférentiellement des enfants en bonne santé nés a terme. La
forme clinique habituelle est une méningite. On retrouve plus rarement une septicémie.
L’arthrite septique, I’ostéomyélite et la cellulite sont d’autres manifestations de cette forme
tardive. Dans 90% des formes méningées, les streptocoques B impliqués sont des souches de

sérotype IIL

Le taux de mortalité est plus faible qu’au cours des infections précoces, autour de 2 a4 6%
(16). En revanche, en raison de la fréquence des méningites, les risques de séquelles
neurologiques sont plus importants.

Les infections tardives résultent généralement d’une transmission horizontale, mais il existe
également une transmission verticale, lors du passage dans la fili¢re génitale. Les travaux de
Dillon et coll. sont les premiers a suggérer I’hypothése d’une transmission materno-feetale
verticale a révélation tardive (34). En effet, la moitié des nouveau-nés présentant une infection
tardive étaient colonisés a la naissance.

Les facteurs de risque et la pathogénicité de I’infection tardive ne sont pas trés bien connus.

2.4 Role des défenses immunitaires

La réaction de défense de I’hdte contre le streptocoque B fait appel a trois éléments du
systéme immunitaire agissant de concert (36) = le complément, les anticorps spécifiques de

type et les cellules phagocytaires (polynucléaires neutrophiles et macrophages alvéolaires).

La susceptibilité du nouveau-né aux infections est due a l’immaturité de son systéme
immunitaire. Les défenses du nouveau-né sont limitées, principalement par un défaut
d’opsonisation et de phagocytose, conséquence notamment d’un taux plus faible en protéines
du complément (de 1’ordre de 40% par rapport a adulte pour un nouveau-né a terme). Ceci est
aggravé par des anomalies fonctionnelles des phagocytes. Les polynucléaires neutrophiles

sont déficients en récepteurs CR3, récepteurs du facteur C3b du complément, ce qui diminue
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la capacité de phagocytose de ces polynucléaires neutrophiles. La présence d’anticorps
spécifiques maternels (IgG), transmis par passage transplacentaire, protége le nouveau-né des
formes invasives. Ces anticorps permettent 1’activation du complément par la voie alterne.

En D’absence d’opsonisation par le complément ou par les anticorps spécifiques, la
phagocytose et donc 1’élimination du streptocoque B par les polynucléaires neutrophiles sont

diminuées, ce qui augmente les risques d’infection.

Les prématurés sont plus exposés au risque d’infection du fait d’une immaturité plus
accentuée de leur systéme immunitaire, de leur faible poids et d’un faible taux d’anticorps
maternels ayant traversés la barriére placentaire. Ces anticorps sériques maternels sont en
effet, en quantité insuffisante pour assurer parfaitement leur 1éle protecteur avant 32 semaines
de grossesse.

L’incidence des infections précoces a streptocoque B est supérieure chez les prématurés par
rapport aux nouveau-nés a terme, et comme nous 1’avons vu, les taux de mortalité sont plus

élevés chez ces nourrissons.
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3- Prévention des infections néonatales a streptocoque B

Face 4 Pimportance et a la gravité des infections néonatales a streptocoque B, différentes

approches préventives ont été proposées au cours des 20 derniéres années.
3.1 L’antibioprophylaxie
3.1.1 Stratégies de prévention

Une des premiéres stratégies proposées était d’identifier les femmes enceintes colonisées et de
les traiter pendant la grossesse. Les différentes tentatives d’éradication du streptocoque B de
la flore vaginale et intestinale, par un traitement antibiotique par voie générale pendant la
grossesse, se sont soldées le plus souvent par un échec. La plupart des études ont montré une
recolonisation des femmes aprés arrét du traitement, méme dans les cas ol le conjoint était

traité simultanément, pour éviter une recontamination des femmes par voie sexuelle (37).

Une autre approche a été de traiter les enfants & leur naissance, en particulier les prématurés.
Plusieurs équipes ont tenté de prévenir la survenue des infections néonatales a streptocoque B
par traitement antibiotique intra-veineux a la naissance. Ce traitement néonatal s’est avéré peu
efficace. L’étude randomisée de Pyati et coll. n’a montré aucune différence significative entre
le groupe traité et le groupe témoin (71). Dans la mesure ot I’'infection débute le plus souvent
in utero, la majorité des nouveau-nés sont déja bactériémiques 2 la naissance, ce qui explique

I’échec de cette stratégie préventive.

En 1979 Yow et coll. proposent une nouvelle approche : le traitement prophylactique per-
partum par ampicilline des meéres colonisées (96). Ce traitement s’est révelé d’emblée
efficace, puisque la transmission verticale semblait &tre interrompue, le taux de colonisation
néonatale chutant nettement et aucun cas d’infection n’étant retrouvé dans le groupe étudié.
Plusieurs études ont démontré par la suite une diminution de la colonisation des nouveau-nés
et de I’incidence des infections précoces a streptocoque B grice & ’administration d’une

chimioprophylaxie per-partum chez des femmes enceintes a risque (3, 20, 58, 63, 71, 89).

-17-




Synthése bibliographique

En 1986 Boyer et coll. (27), ont effectué un dépistage du streptocoque B au niveau vaginal
chez des femmes enceintes, entre la 26°™ et la 28" semaine de grossesse, et ont traité a
I’accouchement les meres positives ayant en plus un facteur de risque (gestation <37
semaines, rupture des membranes >12 heures ou fiévre). Une diminution trés nette de
I’incidence des infections néonatales précoces a été constatée. En compararant un groupe de
85 meres traitées pendant 1’accouchement (2g ampicilline IV puis 1g/4h jusqu’a
accouchement) et un groupe témoin de 79 méres non traitées, ils ont montré une diminution
trés significative de la colonisation des nouveau-nés (9,4% dans le groupe traité contre 50,6%
dans le groupe non traité), et une diminution de la fréquence des infections néonatales
précoces (aucune dans le groupe traité contre 5 cas dans le groupe non traité dont 1 déces).
Les 1ésultats de ces différentes études ont aboutit en 1992 & la publication de -
recommandations élaborées par 1’American Academy of Pediatrics (AAP) (6) et I’American
College of Obstetrics and Gynecology (ACOG) (7). Le but était d’arriver & mieux définir les
groupes de femmes a risque devant bénéficier d’une chimioprophylaxie per-partum.

L’ACOG recommandait de traiter toutes les femmes présentant a 1’accouchement un des
facteurs de risque d’infection néonatale suivants : 4ge gestationnel <37 semaines, rupture
prématurée des membranes <37 semaines, rupture prolongée des membranes >18 heures,
fievre per-partum, grossesse multiple. L’AAP recommandait un dépistage systématique des
femmes porfeuses de streptocoque B, par prélévement recto-vaginal entre la 26"™ et Ja 28°™
semaine de gestation, et un traitement prophylactique per-partum des femmes colonisées
ayant en plus au moins un des facteurs de risque précédemment cités associés. Si le statut de
colonisation n’était pas connu, I’AAP recommandait de traiter les femmes présentant un des

facteurs de risque d’infection néonatale.

En 1996, le Center for Diseases Control and Prevention (CDC) publiait de nouvelles
recommandations afin de coordonner les stratégies pédiatriques et obstétricales pour la
prévention des infections materno-foetales a streptocoque B (31). Ces nouvelles
recdmmandations, approuvées par I’AAP et I’ACOG, proposent deux stratégies préventives.

Quelque soit la stratégie choisie, toutes les femmes accouchant avant 37 semaines de
gestation et les femmes ayant déja eu un nouveau-né infecté par le streptocoque B, doivent
recevoir un traitement antibiotique pendant le travail. Les femmes enceintes présentant une
bactériurie & streptocoque B pendant leur grossesse doivent étre traitées au moment du

diagnostic de cette bactériurie, et doivent bénéficier d’une antibioprophylaxie per-partum.
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La premiére stratégie du CDC est basée sur un dépistage ano-vaginal réalisé chez toutes les

femmes enceintes entre la 35°™ et la 37°™ semaines de gestation. Une antibioprophylaxie est

administrée pendant le travail, chez toutes les femmes ayant un dépistage positif. Si le statut

de colonisation est inconnu, une antibioprophylaxie per-partum doit s’imposer en présence

d’un état fébrile (= 38°C) ou d’une rupture des membranes de plus de 18 heures (figure 3).

Présence d’au moins un des facteurs de risque suivants :

* Accouchement < 37 semaines gestation
* Bactériurie i streptocoque B durant la grossesse
* Précédent enfant avec une infection invasive a streptocoque B

v

!

NON

!

Dépistage a 35-37 semaines

'

v v

Culture positive Résultat inconnu Culture négative

l

Antibioprophylaxie
per-partum

Antibioprophylaxie

per-partum

l

Pas
antibioprophylaxie

T

T°C intrapartum =38°C
Rupture membranes =18h

T°C intrapartum <38°C
Rupture membranes <18h

l

Antibioprophylaxie
per-partum

'

Pas
antibioprophylaxie

Figure 3 : algorithme pour la prévention des infections néonatales précoces a streptocoque B.

Stratégie basée sur un dépistage a 35-37 semaines de gestation (29)
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L’élément clé dans cette stratégie préventive est 1’identification des femmes enceintes
colonisées au cours de leur grossesse, afin de sélectionner celles qui recevront une
antibioprophylaxie. Comme nous I’avons vu, le statut de colonisation vaginale peut fluctuer
tout au long de la grossesse. Pour cette raison, les valeurs prédictives d’un dépistage prénatal
sur la colonisation au moment de 1’accouchement, varient en fonction du temps écoulé entre
le dépistage et I’accouchement. Trois a quatre semaines avant 1’accouchement, les valeurs
prédictives positive et négative du dépistage sont respectivement de 87 et 96%, alors que la
valeur prédictive positive est de seulement 50% pour les dépistages réalisés six semaines ou

plus avant I’accouchement (95).

La deuxiéme stratégie proposée par le CDC est basée sur la présence de facteurs de risque au
moment de I’accouchement. Une antibioprophylaxie per-partum est indiquée chez toutes les
femmes qui présentent au moins un des facteurs de risque suivant : rupture des membranes de

plus de 18 heures ou température = & 38°C (figure 4).

Présence d’au moins un des facteurs de risque suivants :

* Accouchement < 37 semaines gestation

* Température intrapartum =38°C

* Rupture des membranes =18h

* Bactériurie a streptocoque B durant la grossesse

* Précédent enfant avec une infection invasive a streptocoque B

\4 v
OuIl NON
v v
Antibioprophylaxie Pas
per-trapartum antibioprophylaxie

Figure 4 : algorithme pour la prévention des infections néonatales précoces a streptocoque B.

Stratégie basée sur la présence de facteurs de risque (29)
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L’efficacité des différentes stratégies a été évaluée par plusieurs auteurs selon trois
paramétres : I’importance de la réduction du nombre de cas d’infections néonatales précoces,
le pourcentage de femmes qui recevront une antibioprophylaxie et le cofit total engendré par

ces mesures (18, 29, 75, 76, 94).

Il ressort de ces différentes études, que la stratégie basée sur un dépistage anténatal du portage
vaginal de streptocoque B a la 35-37°™ semaine de gestation, est plus efficace. Bien qu’elle
nécessite le traitement d’un peu plus de femmes enceintes (15 a 30% contre 16 a 18% pour la
seconde stratégie), cette prévention permettrait de réduire le nombre d’infections précoces a
streptocoque B d’environ 80%, contre 50 a 60% pour la stratégie basée sur la présence de
facteurs de risque. Son cofit est également un peu plus. élevé et elle implique un suivi

rigoureux entre les laboratoires et les unités de soins pour la transmission des résultats du

dépistage (18).

En 1998, le Collége National des Gynécologues et Obstétriciens Francais (22) puis, I’Agence
Nationale d’Accréditation et d’Evaluation en Santé en 2001 (2), recommandaient la
réalisation d’un dépistage systématique en fin de grossesse, de la colonisation vaginale
maternelle par le streptocoque B, afin d'identifier les femmes qui devront recevoir une

antibioprophylaxie per-partum.

Suite aux efforts de prévention qui ont suivi la publication des différentes recommandations,
le taux d’infections néonatales précoces a streptocoque B a diminué de 65% aux Etats-Unis. Il

est passé de 1,7%o0 en 1993 a 0,6%0 en 1998, dans trois centres de surveillance (80).

Group B :
2.5~ Strep ACOG and AAP statements issued
§ Demeuiiine 1 CDC draft guidelings published
2.0 * Consensus . .. . .
; grRision Figure 5: incidence des infections

issued

15 R R précoces et tardives a streptocoque B
164 s o) dans trois zones de surveillance aux

3 Etats-Unis entre 1990 et 1998 (80)
0.5 | T D . e = e S -‘ ....... -

Late-onset disease i IR .

Cases per 1000 Live Births

0.0 T T T T 1
1990 1991 1992 1993 1994 7995 1996 1997 1998
Year
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4.1.2 Traitement antibiotique recommandé

11 est souhaitable que 1’antibioprophylaxie soit bréve (uniquement pendant le travail), intense
(dose de charge et voie intra-veineuse), et qu’elle utilise des molécules avec un spectre
d’action étroit. La préférence est donnée a la pénicilline G pour son spectre plus étroit ayant
un moindre risque de sélectionner des résistances. En cas d’allergie & la pénicilline, la
clindamycine ou I’érythromycine peuvent &tre utilisées (tableau 1).

L’antibioprophylaxie ne peut &tre efficace si le délai est trop court entre I’injection et
I’accouchement. Le CDC recommande de débuter les traitements antibiotiques au minimum 4

heures avant ’accouchement (31).

Recommandé : Pénicilline G : 5 millions d’U en IV initialement
puis 2,5 millions d’U en IV toutes les 4 heures

jusqu’a ’accouchement

Alternative : Ampicilline : 2g en IV initialement puis 1g en IV

toutes les 4 heures jusqu’a I’accouchement

En cas d’allergie a la pénicilline

Recommandé : Clindamycine : 900mg en IV toutes les 8 heures

jusqu’a ’accouchement

Alternative : Erythromycine : 500mg en IV toutes les 6 heures

jusqu’a I’accouchement

Tableau 1 : traitements recommandés par le CDC

dans le cadre d’une antibioprophylaxie per-partum (31)

La pénicilline est ’antibiotique de choix dans le traitement prophylactique des infections

néonatales. Les souches de streptocoques B sont sensibles & cet antibiotique (CMI <

0,012mg/ml), et aucune résistance n’a été décrite a ce jour (84).
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En cas d’allergie a la pénicilline, un antibiogramme est justifié en raison de la résistance de
certaines souches de streptocoques B aux macrolides. Une étude récente a partir de souches
isolées d’hémoculture, a montré une résistance a 1’érythromycine de 25% des souches isolées
aux Etats-Unis et de 14% des souches isolées au Canada; 7% des souches étaient résistantes a
la clindamycine dans ces deux pays (8). En revanche, aucune souche de streptocoque B isolée
en Amérique du Sud était résistante a un de ces deux antibiotiques. Des études précédentes
avaient reporté un taux de résistance a 1’érythromycine de 7 a 21% et a la clindamycine de 3,5
a 15% (67, 77). Ces résultats supportent les recommandations du CDC qui indiquent que la
clindamycine est un meilleur choix par rapport a I’érythromycine, chez les femmes
allergiques a la pénicilline. Une autre alternative chez ces femmes est ’utilisation d’une

céphalosporine (céfotaxime), malgré les risques d’allergie croisée (27, 2).

L’utilisation croissante des antibiotiques, liée a 1’application des recommandations de
prévention des infections néonatales, n’est pas sans risque.

Cette administration excessive pourrait en effet favoriser 1’émergence de souches résistantes
parmi les autres agents infectieux responsables d’infection materno-fostales, notamment des
entérobactéries. Deux études évaluant 1effet d’une utilisation accrue de P’ampicilline en
prophylaxie ante-partum et per-partum chez des femmes enceintes vont dans ce sens (54, 88).
Elles ont montré une anugmentation de I’incidence de souches d’entérobactéries (notamment
Escherichia coli) résistantes a 1’ampicilline dans les infections néonatales précoces entrainant

une augmentation de la mortalité des nouveau-nés.

En dehors des problémes de sélection de résistances bactériennes, les effets secondaires de ces
traitements sont 4 prendre en compte. Les réactions allergiques a la pénicilline sont estimées
entre 1 et 7% des traitements avec réaction anaphylactique dans environ 0,001% des cas (28).

Notons enfin, que 1’antibioprophylaxie per-partum n’a pas d’action préventive sur les
infections néonatales tardives, et les accouchements prématurés attribuables aux

streptocoques B.

4.1.3 Prise en charge des nouveau-nés

En ce qui concerne la prise en charge des nourrissons nés de méres ayant recu une
antibioprophylaxie, le CDC recommande deux attitudes en fonction de la présence ou non de

signes infectieux chez le nouveau-né. En présence de signes infectieux, une antibiothérapie
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empirique (ampicilline plus gentamicine puis pénicilline) doit étre entreprise aprés un bilan
infectieux (formule leucocytaire, hémoculture, radiographie pulmonaire ou ponction
lombaire). La gestion des nouveau-nés asymptomatiques est plus problématique. En 1’absence
de signes d’infection, si I’enfant est prématuré (<35 semaines) ou si 1’antibioprophylaxie
maternelle a ét€ administrée depuis moins de 4 heures, les enfants doivent étre observés plus
étroitement. pendant 48 heures, mais sans administration d’une antibiothérapie. Seul un bilan
infectieux limité est recommandé (formule leucocytaire et hémoculture). En 1’absence de
signes d’infection et si I’antibioprophylaxie a été administrée depuis plus de 4 heures, les
enfants doivent &ire observés attentivement pendant 48 heures mais aucun bilan infecticux ni
traitement antibiotique ne sont recommandés (31).

Le principal probléme chez ces nourrissons réside dans I’interprétation des résultats
bactériologiques des prélévements effectués a la naissance, notamment les hémocﬁltures, qui

peuvent étre négativées par le traitement antibiotique maternel.

Antibioprophylaxie
per-partum chez la mére
Signes/symptomes Nouveau-né
de sepsis _ asymptomatique
| :
* Age gestationnel * Age gestationnel
235 semaines <35 semaines
et ou
* Durée traitement * Durée traitement
maternel =4h maternel <4h
h 4
Bilan infectieux complet . Bilan infectieux limité
Traitement empirique Observation 48h Observation 48h

Figure 6 : algorithme pour la prise en charge des enfants nés de méres

ayant recues une antibioprophylaxie per-partum (29)
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4.2 1’immunoprophylaxie

Nous avons vu qu’un faible taux d’anticorps dirigés contre les antigénes capsulaires du
streptocoque B, dans le sérum maternel au moment de 1’accouchement, était un facteur de
risque de I’infection néonatale a streptocoque B.

L’immunoprophylaxie parait étre un moyen possible de lutte contre ces infections néonatales,
par le biais du passage transplacentaire d’une plus grande quantité de ces anticorps maternels

protecteurs.

L’immunoprophylaxie active, aprés vaccination de la femme enceinte, semble étre la méthode
la plus prometteuse et potentiellement la plus durable pour la prévention de ces infections
néonatales.

A travers plusieurs études, des essais de vaccination avec le polysaccharide capsulaire purifié
ont été réalisés. Des résultats encourageants avaient été obtenus aprés vaccination de femmes
enceintes avec des antigénes polysaccharidiques capsulaires de type III. Une réponse
anticorps avait été obtenue chez 57% des femmes vaccinées et 80% des nourrissons nés de
ces femmes immunisées avaient un taux protecteur d’anticorps (14). Pour augmenter cette
réponse immunitaire, 1’antigéne polysaccharidique a par la suite été couplé a une protéine
porteuse, la toxine tétanique. D’excellents résultats ont été rapportés avec les antigenes

capsulaires de type III (48) et de type Ia et Ib (17).

Cette approche posséde I’avantage, par rapport a 1’antibioprophylaxie per-partum, de ne pas
avoir d’impact sur les résistances bactériennes aux antibiotiques et de posséder également une
action préventive sur les infections néonatales tardives. Mais elle posséde un inconvénient
important. Les anticorps maternels ne traversent pas le placenta avant 32 sémaines de
gestation. Les grands prématurés, particulierement sensibles aux infections invasives a

streptocoque B, ne seraient donc pas protégés par cette stratégie.
Différentes préparations vaccinales 4 base d’antigénes capsulaires polysaccharidiques des

principaux sérotypes (Ia, Ib, II, III, V), couplés a la toxine tétanique ou a une autre protéine

sont en développement et en cours d’évaluation.
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4- Diagnostic chez la femme enceinte

4.1 Démarche diagnostique actuelle

4.1.1 Prélévement

Le Center for Diseases Control and Prevention (CDC) recommande, pour le dépistage du
streptocoque B chez les femmes enceintes, d’effectuer un prélévement vaginal et un
prélévement rectal (31). Plusieurs études ont évalué cette méthode de référence par rapport a
un dépistage au niveau vaginal uniquement. Elles ont montré qu’un prélévement vaginal
détectait entre 59 et 77% des femmes colonisées, un prélévement rectal en détectait 86 a 90%
et un prélévement combiné au niveau vaginal et rectal détectait 100% des femmes colohisées
(57, 68). Un seul écouvillon pour les deux sites de prélevements est suffisant. Cet écouvillon
doit étre placé dans un milieu de transport en attendant d’étre ensemencé. En pratique
courante, le prélévement au niveau du rectum est trés rarement réalisé et non recommandé par

le Colleége National des Gynécologues et Obstétriciens Francais.

4.1.2 Culture

La culture microbiologique aprés enrichissement est la méthode de référence recommandée
pour le dépistage des femmes colonisées (31). Le prélévement doit étre ensemencé dans un
bouillon sélectif, incubé 18 & 24 heures a 37°C sous 5% de CO,, puis on doit réaliser une
subculture de ce bouillon sur une gélose au sang (trypticase soja supplémentée de 5% sang
mouton). La subculture est incubée 18 a 48 heures a 37°C.. Le bouillon sélectif
d’enrichissement est un bouillon Todd-Hewitt additionné d’antibiotiques (15pg/ml d’acide
nalidixique plus 8ug/ml de gentamicine ou 15ug/ml d’acide nalidixique plus 10pug/ml de
colistine). Les antibiotiques permettent d’inhiber la croissance des bactéries a Gram négatif.

Cette technique nécessite 36 2 72 heures pour obtenir des résultats, mais elle reste la méthode

la plus sensible, particuliérement pour le dépistage des femmes faiblement colonisées (44). La

culture directe sur gélose au sang sous-estimerait le taux de colonisation de prés de 50%_(5).
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4.1.3 Identification apres culture

Le CAMP-test n’est actuellement plus utilisé comme test d’identification car il nécessite une
incubation de 24 heures a 37°C. v

L’hydrolyse de I’hippurate permet une identification présomptive du streptocoque B mais elle
n’est pas spécifique et nécessite également 24 heures d’incubation a 37°C (17% des
entérocoques hydrolysent également I’hippurate).

Ces deux tests ne sont donc plus utilisés en laboratoire de routine pour ’identification des

streptocoque B, au profit du sérogroupage par agglutination, technique rapide et simple.

a) Groupage par agglutination

L’identification des colonies suspectes est réalisée par agglutination avec des particules de
latex sensibilisées, aprés extraction enzymatique (pronase, trypsine ou pepsine) du polyoside
C. Ce groupage simple et rapide, permet de différencier les streptocoques du groupe B des
autres streptocoques 3 hémolytiques rencontrés en pathologie humaine (A, C, F et G). La
présence de I’antigéne du groupe B est un caractére constant qui, avec I’aspect des colonies

sur gélose au sang, permet la reconnaissance de 1’espece en pratique courante.

Les souches atypiques sont différenciées des autres streptocoques par leurs caractéres
biochimiques grice a I’utilisation de galeries d’identification (API 20 Strep ou rapide ID 32
Strep, bioMérieux).

b) Identification par sondes moléculaires

Cette nouvelle méthode d’identification est basée sur la reconnaissance d’une séquence
conservée des ARN ribosomaux 16S par une sonde d’ADN marquée. Les hétéroduplex ARN
cible-ADN marqués sont mis en évidence par une réaction de chemiluminescence.

Bourbeau et coll. ont comparé les performances d’une sonde moléculaire commercialisée
(Accuprobe de GenProbe, bioMérieux) avec celless de la culture classique (25).
L’identification avec la sonde est réalisée aprés une incubation de 18 a 24 heures du
prélévement dans un milieu d’enrichissement. Les auteurs ont trouvé une sensibilité

comparable entre les deux techniques.
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4.2 Intéréts et limites des tests rapides

Un élément clé dans les stratégies de prévention des infections néonatales a streptocoque B
est I'identification des femmes colonisées, afin de sélectionner celles qui recevront une
antibioprophylaxie per-partum. Actuellement un laboratoire de bactériologie dispose de deux
techniques pour la mise en évidence du streptocoque B dans les prélévements vaginaux : la
culture et ’examen direct aprés coloration de Gram.

La culture avec enrichissement dans un bouillon sélectif, méthode de référence, demande 36 a
72 heures pour obtenir des résultats. La culture directe sur gélose au sang, plus utilisée par les |
laboratoires, demande également au moins 24 heures pour obtenir des résultats.

L’examen direct aprés coloration de Gram peut &tre réalisé trés rapidement au laboratoire. Sa
sensibilité est trés variable (34 a 93%) suivant les études (93). La spécificité et surtout la
valeur prédictive positive de cet examen sont trop faibles (61 a 72% et 13 a 33%

respectivement) pour étre utilisé comme technique rapide de dépistage du streptocoque B.

Une alternative ‘a la culture et & la coloration de Gram est ’utilisation d’un test rapide de
détection du streptocoque B. Celui-ci serait réalisé sur des prélévements vaginaux effectués au
début du travail. Cette mise en évidence extemporanée de la présence de streptocoque B
devrait &tre 'plu's efficace pour identifier les meéres colonisées candidates a une
antibioprophylaxie. Ce test doit répondre a plusieurs impératifs : il doit étre rapide, trés
sensible quelque soit I’importance de la colonisation maternelle, spécifique, simple a réaliser
et pouvant Etre effectué a tout moment de la journée et de la nuit.

Depuis une quinzaine d’années de nombreux tests ont été développés et commercialisés pour
répondre 2 cette attente. La détection des antigénes polysaccharidiques du streptocoque B,
aprés extraction enzymatique ou chimique, est I’approche qui a été la plus développée. Les
premiers utilisaient des techniques d’agglutination avec des particules de latex sensibilisées,

les derniers sont basés sur des techniques immuno-enzymatiques.

4.2.1 Tests d’agglutination

Trois tests d’agglutination ont été commercialisés : le Bactigen® test (Wampole Laboratoires),
le latex Streptex® (bioMérieux) et le Directigen® Group B Strep test (Becton Dickinson). Les
performances de ces tests obtenues dans les différentes études d’évaluation réalisées, sont

représentées dans le tableau 2.
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Leur sensibilité globale est comprise entre 15 et 88% et leur spécificité entre 93 et 100%.
Cette faible sensibilité a été confirmée par une étude in vitro a partir de dilutions de culture de

streptocoque B. Le seuil de sensibilité trouvé était de 10° CFU/ml (1).

Sensibilité Nombre de Pourcentage Milieu de

Référence Spécificité

globale/forte colonisation femmes culture pos. culture

sada (47) 58% / 93% 431 4,4% GS
Lotz-Nolan (56) 62% 95% 99% 344 11% GS
Greenspoon (42)  33% 100% 95% 250 2,4% GS

Green (41) 20% 57% 99% 4251 5,3% GS

Green (41) 24% 62% 99% 4251 5,3% GS
Brady (26) 88% / 100% 500 5% GS
Clark (32) 30% 76% 93% 314 29% TH

Skoll (82) 15% 29% 99% 1062 9,9% GS

Kontnick (50)  19% 63% 100% 434 14,7% TH

Tableau 2 : comparaison des performances des tests de dépistage du streptocoque B par
agglutination. La derniére colonne correspond a la culture utilisée comme méthode de

référence (GS = gélose au sang ; TH = bouillon Todd-Hewitt).

La plupart des études d’évaluation de ces latex montrent une augmentation assez importante
de leur sensibilité pour la détection des fortes colonisations vaginales (tableau 2). En revanche
en ce qui concerne la détection des femmes faiblement colonisées les résultats sont beaucoup

plus alarmants avec une sensibilité de seulement 3 & 15% (41).
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En conclusion, ces tests ont I’avantage d’étre rapide (20min a 1h) et de réalisation tres facile,
mais aucun des kits testés n’est un indicateur sensible de la colonisation vaginale par le

streptocoque B.

4.2.2 Tests immuno-enzymatiques

A Theure actuelle, 1a plupart des auteurs se penchent sur I’intérét des tests permettant la
détection des antigénes polysaccharidiques du streptocoque B par techniques immuno-
enzymatiques.

Les trois premiers tests commercialisés sont le Equate® Strep B test (Binax), le Quidel®
Group B Strep test (Quidel) et plus récemment le ICON® Strep B test (Biotrol).

Les performances de ces trois tests figurent dans le tableau 3. Ils présentent une assez faible
sensibilité (11 a 70%), une bonne spécificité (92 4 100%) et une mauvaise valeur prédictive
positive (29 4 63%). Pour le Equate® Strep B test des réactions croisées ont été décrites avec
d’autres especes de streptocoques, essentiellement Enterococcus faecalis (43).

Lorsque le ICON® Strep B test est réalisé aprés six heures de conservation de I’écouvillon
dans un milieu de transport, sa sensibilité diminue d’un facteur 5 & 10 par rapport a une

réalisation immédiate aprés le préleévement (92).

Comme pour les techniques d’agglutination, ces tests montrent une augmentation assez
importante de leur sensibilité pour la détection des fortes colonisations vaginales (tableau 3).
Par rapport aux latex, ces tests sont plus rapides (10 a2 20 minutes) et la lecture et
Pinterprétation des résultats sont plus faciles. Bien que ces tests immuno-enzymatiques
semblent avoir une sensibilité in vitro un peu plus grande que les latex, (seuil de sensibilité a
10’ CFU/ml contre 10° CFU/ml pour les latex), leur sensibilité in vivo est trop faible pour
recommander leur utilisation en routine (1).

Ces trois tests immuno-enzymatiques n’apportent donc aucune amélioration en terme de

sensibilité par rapport aux tests d’agglutination précédents.

Les variations observées selon les études, en ce qui concerne les performances des différents
tests ont plusieurs origines : la méthode de référence utilisée (culture avec enrichissement ou
culture classique), la différence des populations étudiées (présence de facteurs de risques,
origine ethnique, niveaux de colonisation) et enfin le délai de traitement des écouvillons aprés

le prélévement.
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Nombre de Pourcentage Milieu de
femmes culture pos. culture

Sensibilité
globale/forte colonisation

Référence

Spécificité

Hagay (43) 24% / 95% 660 7,6% GS
Towers (87) 60% 80% 92% 131 15% GS
Skoll (82) 22% 37% 99% 1062 9,9% GS

Greenspoon (42) 33% 50% 99% 250 2,4% GS

Granato (40) 74% 89% 99% 331 5,7% GS
Baker (15) 12% 36% 98,8% 502 25 TH
Waust (92) 24% 100% 100% 189 9% GS

Gentry (38) 33% 100% 95% 300 10% GS
Waust (92) 11% 100% 100% 180 10% GS
Donders (35) 70% / 99,5% 254 10,6% GS
Armer (11) 11% 100% 100% 182 23% TH
Baker (15) 15% 46% 99,8% 502 25% TH

Tableau 3 : comparaison des performances des tests de dépistage du streptocoque B
par technique immuno-enzymatique. La derniére colonne correspond 2 la culture

utilisée comme méthode de référence (GS = gélose au sang ; TH = bouillon Todd-Hewitt).

Le dernier test rapide de détection d’antigéne du streptocoque B commercialisé est le STREP
B OIA® test (Biomedical Diagnostics). 1l s’agit d’un test immuno-optique, validé sur les

prélevements vaginaux uniquement. Bien qu’il soit de réalisation et d’interprétation
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relativement simple, les manipulations et les incubations doivent é&tre correctement
chronométrées et ce test doit étre réalisé par un personnel de laboratoire (12). Les résultats

sont obtenus en 30 minutes.

Les performances du STREP B OIA® test données par le fabricant sont respectivement de
85,4% pour la sensibilité et de 91,5% pour la spécificité. Sept études ont évalué ce test et les
résultats sont relativement discordants (tableau 4). La sensibilité observée varie de 53 a 94%
par rapport a une culture standard et de 37 a 72% par rapport a une culture avec
enrichissement dans un bouillon sélectif. Chez les femmes fortement colonisées cette
sensibilité atteint 90 & 100%. La spécificité est un peu moins bonne que les tests immuno-

enzymatiques précédents (85,7 2 99%).

Référence Sensibilité Spécificité Nombre de Pourcentage Milieu de
globale/forte colonisation femmes culture pos. culture

Park (66) 72% 100% 95,6% 531 19% TH
Nguyen (65) 47% 90% 96% 524 17% TH
Song (83) 58,6% / 85,7% 141 21% TH
62,4% 92,2% TH

Carroll (30) 82.5% / 91.8% 962 22% GS
Auvray (12)  94,1% / 98,9% 113 15% GC
' 37% 100% 98,3% 25% TH

Baker (15) 34, 100%  98.4% >02 17% GS
Samadi (78) 63,6% / 86,3% 301 14% GS

Tableau 4 : comparaison des différentes études d’évaluation du STREP B OIA® test.
La derniere colonne correspond 2 la culture utilisée comme méthode de référence

(GS = gélose au sang ; GC = gélose Columbia ; TH = bouillon Todd-Hewitt).

Deux des études ont comparé la sensibilité de ce test a celle de la culture standard par rapport

a la culture de référence aprés enrichissement (30, 66). Les deux ont trouvé une sensibilité a
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peu prés équivalente entre les deux techniques (72% et 62,4% pour le STREP B OIA® test et
68% et 64,4% pour la culture sur gélose au sang). En revanche sa spécificité est plus faible
que la culture (92 et 96% contre 100% pour la culture). Ce test semble donc avoir une
sensibilité comparable a la culture standard avec ’avantage de pouvoir donner des résultats en

30 minutes au lieu de 24 heures pour la culture.

Des techniques actuellement disponibles, le STREP B OIA® test est la plus performante. Mais
I’utilisation de ce test pour un dépistage systématique des femmes a leur accouchement est

discuté. Pour certains auteurs ses performances sont suffisantes pour une application clinique

de routine (18). Ce test identifierait plus de 75% des enfants a risque d’infection néonatale

(18). En revanche, pour d’autres, bien que ce test soit plus sensible que les autres techniques

immuno-enzymatiques, il ne peut étre utilisé en remplacement de la culture pour la détection

de la colonisation vaginale par le streptocoque B des femmes enceintes au moment de

’accouchement (15).

Le tableau 5 récapitule les performances des différentes techniques rapides de détection des

streptocoques B.

Techniques Sensibilité Spécificité Sensibili:cé s.i
globale - forte colonisation
Tests Latex 15 a2 88% 93 a4100% 29 4 100%
Equate® 22 2 60% 92 2 99% 37 2 80%
Quidel® 12 4 74% 99 3 100% 822 89%
ICON® 11 2 70% 95 2 100% 100%
Strep B OIA®  37294% 86 2 99% 90 2 100%

Tableau 5 : performances des différentes techniques rapides de dépistage du streptocoque B

Bien que le risque d’infection néonatale est plus grand en présence d’une forte colonisation
maternelle, la possibilité d’infection chez des enfants nés de méres faiblement colonisées ne
doit pas é&tre ignorée. Dans 1’étude de Towers et coll., deux prématurés nés de méres

faiblement colonisées non dépistées au moment de 1’accouchement par un des tests immuno-
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enzymatique, sont décédés d’une infection invasive a streptocoque B (87). D’autres études ont
rapporté des cas de sepsis dus au streptocoque B chez des enfants nés de méres faiblement

colonisées a I’accouchement (32, 64).

En 1997 la FDA (The Food and Drug Administration) a publié un article afin d’alerter les
cliniciens sur les risques d’erreur de diagnostic avec l’utilisation en routine des Kkits
permettant la détection rapide des antigénes du streptocoque B (9). Cet article avait pour but
d’alerter les cliniciens sur les limites de ces tests mais également de donner des directives
concernant leur utilisation. Pour la FDA ces tests doivent étre considérés comme un outil
diagnostic supplémentaire ne pouvant se substituer a la culture. Tout test négatif doit donc
toujours étre confirmé par la culture sur milieu d’enrichissement et ne doit jamais exclure une

possible colonisation maternelle.

4.2.3 Apport de la biologie moléculaire

La derniére approche développée est la biologie moléculaire. La technique mise au point par
Bergeron et coll. (21) est la premiére PCR permettant la détection du streptocoque B dans des
prélévements vaginaux et rectaux. L’étude réalisée sur 112 femmes enceintes a montré une
sensibilité de 97% et une spécificité de 100% par rapport 2 la culture avec enrichissement.
Ces résultats sont supérieurs a ceux obtenus avec toutes les autres techniques de détection
| rap'ide.. De plus, cette méthode ne semble pas influencée par la rupture des membranes, ce qui
est important dans la mesure oll cette rupture peut survenir avant que le test de dépistage n’ait
pu étre réalisé.
Cette technique de PCR développée est une PCR en temps réel qui donne des résultats en

moins d’une heure.
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OBJECTIFS

Actuellement, la technique de référence pour la détection des streptocoques B dans les
prélévements vaginaux, est la culture avec enrichissement dans un bouillon sélectif. Cette
méthode, trés sensible et spécifique, nécessite néanmoins 36 a 72 heures pour obtenir des
résultats. La culture classique sur gélose au sang, bien que moins sensible que la précédente,
est plus utilisée par les laboratoires de bactériologie. Elle nécessite également au moins 24

heures pour obtenir des résultats.

L’émergence des techniques de biologie moléculaire dans le domaine médical est I'un des
-faits les plus marquants de ces vingt derniéres années. Un des grands domaines d’application
de ces techniques est 1’infectiologie. Ces outils sont devenus des instruments de routine dans
de nombreux laboratoires. Parmi ces techniques, celle qui est la plus utilisée en biologie
clinique est la PCR (Polymerase Chain Reaction), permettant la détection et la quantification
des acides nucléiques aprés amplification.

La PCR en temps réel est un nouvel outil de diagnostic moléculaire, aux applications

multiples. Cette technique peut notamment permettre la détection rapide de microorganismes.

Dans la premiére partie de ce travail, nous avons montré I’intérét d’un dépistage du portage
vaginal du streptocoque B chez les femmes enceintes, afin d’identifier les candidates a une
antibioprophylaxie per-partum, dans le but de prévenir les infections néonatales.

Notre travail se propose de développer et d’évaluer la détection rapide du streptocoque B par
PCR en temps réel sur LightCycler, dans le but d’appliquer cette technique au dépistage des

femmes au moment de 1’accouchement.
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Matériel et méthodes
1- Souche bactérienne et prélévements

1.1 Souche bactérienne

Tout le travail de mise au point de la technique de biologie moléculaire a été réalisé sur une
souche de streptocoque B de référence : souche ATCC 12400 (sérotype Ia).

Aprés réhydratation du lyophilisat dans 0,2ml de bouillon nutritif, la souche a été mise en
culture en aérobiose a 37°C sur une gélose trypticase-soja additionnée de 5% de sang de

mouton, puis repiquée sur une deuxiéme gélose au sang aprés 18 heures d'incubation.

1.2 Prélévements vaginaux

Dans un deuxiéme temps nous avons appliqué la PCR mise au point sur des prélévements
vaginaux (PV).

Ces prélevements provenaient de femmes enceintes a risque, hospitalisées dans les services de
Gynécologie Obstétrique du CHU de Grenoble. Sur ces prélévements vaginaux nous avons
réalisé en paralléle une culture standard et une détection par PCR, a partir de deux écouvillons

différents.

1.2.1 Technique de référence

Nous avons utilisé comme technique de référence, une culture sur gélose trypticase-soja
additionnée de 5% de sang de mouton, incubée en aérobiose pendant 24 a 48 heures  37°C.

Sur les colonies évoquant un streptocoque B, particuliérement les colonies béta-hémolytiques,
une catalase et une coloration de Gram ont été réalisées. Les cocci Gram positif catalase
négative ont été identifiés par agglutination avec des particules de latex sensibilisées (latex
Streptex® de Murex Biotech). Tous les prélévements vaginaux arrivés au laboratoire de
Bactériologie ont été ensemencés le jour méme, excepté ceux réceptionnés au laboratoire

central de garde, qui ont été ensemencés le lendemain.

1.2.2 Préparation des prélévements pour la PCR

Les prélevements vaginaux ont été placés 30 minutes a température ambiante dans un tube

eppendorf contenant 1 ml de PBS, puis vortexés 30 secondes afin de décharger au maximum
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I'écouvillon dans le PBS. Le prélévement a ensuite été centrifugé 10 minutes a 5000g et
Iextraction de I'ADN effectuée sur le culot de centrifugation. Pour des raisons d’organisation
tous les PV n’ont pas été extraits le jour méme de leur réception au laboratoire de
Bactériologie. Ceux qui ne pouvaient étre extraits ont été déchargés dans 1ml de PBS puis

stockés a -80°C. Le délai de cette conservation n’a pas excédé 6 jours.

2- Détection du streptocoque B par PCR en temps réel

2.1 Extraction de PADN

2.1.1 Principe

Apres avoir testé différents kits d'extraction nous avons choisi le QIAamp® DNA Mini Kit
(Qiagen), en suivant le protocole technique fourni par le fabricant pour I'extraction de
bactéries & Gram positif. La paroi des bactéries 8 Gram positif étant particulierement
résistante, une étape supplémentaire de lyse est indispensable avant de réaliser la purification
d’ADN.

Les ADN sont purifiés sur une membrane de silice a l'intérieur de mini colonnes de

centrifugation.

2.1.2 Protocole

a) Souche de référence

Les colonies de streptocoque B obtenues aprés 18 heures de culture sont mises en suspension
dans 180ul d’un premier tampon de lyse (20mg/ml lysozyme; 20mM Tris-HCl pH 8.0; 2mM
EDTA; 1,2% Triton X100) et incubées 30 minutes & 37°C. Une seconde étape de lyse est
réalisée avec 200ul d’un deuxiéme tampon (tampon AL du kit DNA Mini Kit) et dBIZOMl de
protéinase K (20mg/ml), suivi d’une incubation & 56°C pendant 30 minutes. Le lysaf obtenu
est déposé sur une mini colonne, I'ADN se fixe sur la membrane de silice lors d’une étape de
centrifugation. Aprés deux étapes de lavage, I'ADN est élué par 100ul de tampon d'élution
puis dosé au spectrophotométre par mesure de I’absorbance & 260nm. L'ADN extrait est

stocké a -20°C.
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b) Prélévements vaginaux

Apres déchargement de 1’écouvillon dans 1ml de PBS, le prélévement est centrifugé dix
minutes a 5000g. Le surnageant est éliminé et le culot de centrifugation est repris par 180ul

du premier tampon de lyse. L’extraction est ensuite la méme que pour la souche de référence.

2.2 PCR en temps réel sur LightCycler

2.2.1 Principe

La détection du streptocoque B par biologie moléculaire a été réalisé par une technique de
PCR en temps réel sur LightCycler (Roche Molecular Biochemicals). Ce systéme est basé sur
un thermocycleur a air pulsé couplé a un micro-spectrofluorimétre (90, 91). Il permet non
seulement de réaliser des PCR et des transcriptions inverses (RT-PCR) quantitatives, mais
également des courbes de fusion afin de caractériser les produits de PCR.

Cet appareil permet I’acquisition en temps réel du signal avec affichage des données en ligne,
ce qui permet de suivre en direct la réaction d’amplification. Le pilotage de 1’appareil,
I’acquisition et le traitement des données sont réalisés par une station de travail PC qui

fonctionne en multi-tiches dans un environnement Windows NT.

2.2.2 Fonctionnement
Le LightCycler est composé de deux parties (figure 7).

a) Un thermocycleur a air pulsé

L’air ambiant est aspiré par un systéme de ventilation, propulsé sur une résistance dont les
caractéristiques permettent des variations thermiques extrémement rapides (jusqu’a 20°C par
seconde). L’air atteint ensuite la chambre de mesure oi se trouve le carrousel contenant les
échantillons & I’intérieur de capillaires en verre (35mm de longueur et 1,55mm de diamétre),
et provoque la montée en température ou le refroidissement de ces capillaires. La température
a I’intérieur du thermocycleur est contrélée par un systéeme de mesure intégré. La réaction de
PCR est réalisée trés rapidement (45 cycles en 30 minutes en moyenne) grice a ’utilisation
combinée des capillaires comme supports d’échantillons et d’une circulation d’air pulsé pour

les montées en température. Ainsi, le faible volume réactionnel a I’intérieur du capillaire
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(20pl en moyenne), dont la paroi représente une grande surface d’échanges thermiques, est
presque instantanément a la méme température que I’intérieur de la chambre de mesure. Le
carrousel pouvant contenir 32 capillaires, est piloté par un moteur pas a pas ultra-rapide. Ce
moteur permet une rotation précise du carrousel (précision au um) afin de placer chaque
échantillon au dessus de la zone de mesure du micro-spectrofluorimétre (durée de la mesure

20 msec).

b) Un micro-spectrofluorimétre

La partie fluorimetre est composée d’une source d’excitation formée par une diode froide
appelée LED (light-emitting diode) et d’une partie détection. La LED, émettant avec un
maximum a 470 nm, excite la molécule fluorescente contenue dans I’échantillon.

Les photons de fluorescence émis sont focalisés par la paroi a la pointe du capillaire en un
point trés lumineux, juste au dessus de la zone de mesure. Par I'utilisation d’un jeu de miroirs
semi-transparents passe-bandes, le signal est dévié selon trois longueurs d’onde sur des
photodiodes a 530nm, 640nm et 700nm. La fluorescence émise est mesurée selon sa longueur

d’onde dans trois canaux, F1 (530nm), F2 (640nm) et F3 (700nm).

Air inlet \
Sealed 20 pl sample capillary
Heating coil = Carousel with
capacity for
B 32 samples
Stepper motor
to position samples —= Microvolume fluorimeter with
over optics (J : Rodenstock quality optics
Thermal
chamber — Stepper motor
_ "] toposition the
fluorimeter

Maintenance-free

LED light source —i == = /Photodiudes

Figure 7: schéma de principe du LightCycler
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Parmi les trois formats de fluorescence utilisables sur le LightCycler pour suivre la réaction
d’amplification (SYBR Green I, sondes d’hybridation et sondes d’hydrolyse) nous avons
choisi le SYBR Green I.

Le SYBR Green I est un agent intercalant qui se lie préférentiellement et de fagon transitoire a
I’ADN double brin nouvellement synthétis€. Deés que 'ADN est synthétisé par la Taq
polymérase, pendant I’étape d’élongation, le SYBR Green I s’intercale dans la petite hélice de
I’ ADN en émettant de la fluorescence a 530 nm. La lecture de cette fluorescence est effectuée
dans le canal F1. Le SYBR Green I émet une fluorescence qui est directement proportionnelle
a la quantité d’amplicons. Lorsque I’ADN est déshybridé, pendant I’étape de dénaturation, la
molécule se retrouve a 1’état libre dans le milieu réactionnel et n’émet plus de fluorescence.
On peut ainsi visualiser la formation des produits de PCR a chaque cycle d’amplification.
Cette molécule donne une trés bonne sensibilité, mais n’est pas spécifique et s’intercale dans

tous les ADN double brin amplifiés (amplification non spécifique, diméres d’amorce).

A = @ o =
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HENS ’ ey :._: LY/ &0 <
'|r,“'ﬂl" : I AR A AR
Sty g o ¥l X0 i Nl
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Figure 8 : principe du SYBR Green |

A : libération des molécules de SYBR Green I pendant la déshybridation de I’ADN
=» pas d'émission de fluorescence

B : hybridation des amorces

C et D : insertion des molécules de SYBR Green I pendant la phase d’élongation
=» émission de fluorescence
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Le SYBR Green I ne permettant pas un marquage séquence spécifique, la caractérisation du
produit amplifié a la fin de la réaction d’amplification, se fait par I’étude de sa courbe de
fusion (figure 9). Chaque produit de PCR est caractérisé par son point de fusion appelé Tm,
correspondant a la température ot 50% de I’ADN est dénaturé sous forme simple brin. Le Tm
est principalement fonction de la composition en bases du fragment (pourcentage de CG) et
de sa longueur. La courbe de fusion est obtenue, aprés la PCR en augmentant la température
trés lentement (0,1°C par seconde) tout en mesurant en continu la fluorescence. On observe
tout d’abord une décroissance progressive de la fluorescence émise par le SYBR Green |
suivie d’une chute rapide lorsqu’on atteint la température de fusion du double brin d’ADN.
En dérivant ce signal de fluorescence (-dF/dt), on obtient un pic de fusion permettant de
déterminer précisément le Tm du produit amplifi€. On peut ainsi discriminer plusieurs
produits de PCR, a condition qu’ils aient un Tm différent d’au moins 1°C (74). Par cette
technique il est également possible de mettre en évidence des produits d’amplification non

spécifiques et des diméres d’amorces.

Fluorescence F1

dF1/dt

Fluorescence

Température

Figure 9 : courbes de fusion (A) et pics de fusion (B) obtenus avec différentes

concentrations d’'un ADN cible marqué par du SYBR Green [
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2.3 Amplification de I'ADN du streptocoque B

2.3.1 Choix des amorces

Les amorces utilisées ont été définies dans une région hautement conservée du géne cfb (49).

Ce gene code pour une protéine caractéristique des streptocoques B, le CAMP-factor.

Séquence des amorces streptocoque B

Amorce sens Sag 59 : 5’-TTT CAC CAG CTG TAT TAG AAG TA-3> Tm=46°C
Amorce anti-sens Sag 190: 5°-GTT CCC TGA ACA TTATCT TTG AT-3°  Tm=49°C

= fragment de 153 paires de bases

2.3.2 Conditions PCR

Nous avons utilisé le kit Fast Start DNA Master SYBR Green I (Roche Molecular
Biochemicals). Le mélange réactionnel contient un' anticorps anti-Taq polymérase qui va
bloquer I’enzyme pendant 1’étape pré-PCR, ce qui diminue la formation de produits non
spécifiques. Cet anticorps est dénaturé lors du chauffage initial 3 94°C pendant 10 minutes. La
réaction de PCR est réalisée dans un volume réactionnel final de 20ul. L’analyse des résultats
a été réalisée avec la version 5.32 du logiciel LightCycler.

La composition du mélange réactionnel et les étapes de la réaction de PCR sont définies dans

les tableaux 6 et 7.
Réaction de PCR
Cocktail PCR
Dénaturation initiale 10 min - 94°C
Amorces 1ul  (0,5uM)
MgCl, 1,6 ul (3mM) Amplification 45 cycles
Mix 2 ul - dénaturation 10 sec - 94°C
H,O qsp 10 pl - annealing 5 sec - 60°C
- élongation 7 sec - 72°C
Echantillon d’ADN 10 ul
Courbe de fusion 0 sec - 94°C
10 sec - 65°C
Tableau 6 : composition du mélange 0sec-94°C

Tableau 7 : étapes de la réaction de PCR
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Résultats

1- Mise au point de la PCR en temps réel sur LightCycler

1.1 Optimisation de P’extraction d’ADN

Nous avons testé trois techniques d’extraction d’ADN, adaptées notamment a la purification
d’ADN de bactéries Gram positif (62). Le kit Qiagen, utilisé dés le début de
I’expérimentation, a I’inconvénient de comporter une étape de lyse assez longue (1h15) ce qui
allonge la durée totale de 1’analyse. Nous avons choisi de tester deux autres techniques : un
kit commercialisé, le High pure PCR Template® (Roche Molecular Biochemicals) et une lyse
par sonication. L’extraction avec le kit Roche dure environ 45 minutes incluant une étape de
lyse de 25 minutes dans un tampon contenant du lysozyme (10 mg/ml) et de la protéinase K
suivie d’une étape de purification de I’ADN. La sonication permet la lyse de la bactérie et
entraine la libération des acides nucléiques sous I’action d’ultrasons. Cette technique de lyse

est trés rapide (15 minutes).

Ces trois techniques ont été appliquées sur 200ul d’une suspension de streptocoque B & 7
MacFarland dans du PBS. Pour les deux kits commercialisés, I’ADN a été élué par 200ul de
tampon afin d’avoir le méme volume final pour les trois techniques. Puis, les trois extraits ont
€t€ dosés au spectrophotomeétre. Les résultats, présentés dans le tableau 8, montrent une nette
supériorité de la sonication par rapport aux deux autres techniques en terme de rendement
(quantité d’ADN extrait). En revanche en terme de purification, représentée par le rapport de
la densité optique & 260nm sur la densité optique 2 280mn, le kit Qiagen est supérieur aux

deux autres techniques.

Techniques g;))ncentration Valeur du ratio Du’rée tota}e de
N en ng/ul DO260/DO2s P’extraction

Kit Qiagen 30 2.00 2h

Kit Roche 75 145 40 mn

Sonication 480 1.55 15 mn

Tableau 8 : comparaison des trois techniques d’extraction d’ADN testées selon

trois criteres (quantité d’ADN extrait, pureté de I’ ADN extrait et durée de la technique)
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Les trois extraits ont ensuite été amplifiés a deux concentrations différentes (5pg et 500fg).
Tous les extraits & Spg sont positifs avec des pics de fusion d’intensité beaucoup plus faible
pour la technique Roche et la sonication. Par contre, seul I’extrait Qiagen a 500fg est positif.
Bien que plus long par rapport aux deux autres techniques, le kit Qiagen est donc plus

efficace pour I’extraction et la purification de I’ADN des streptocoques B.

1.2 Optimisation des conditions PCR
1.2.1 Test des amorces

Dans un premier temps, nous avons testé les amorces spécifiques du streptocoque B a la
température d’hybridation de 55°C, et la révélation des produits PCR a été réalisée par un
marquage avec du SYBR Green I. Nous nous sommes mis dans des conditions de PCR
classiques pour les concentrations en amorces (0,5uM) et en chlorure de magnésium (3mM).
Ces premiers essais ont ¢té réalisés sur trois concentrations en ADN (50ng, 50pg et 50fg),
avec a chaque amplification un témoin négatif contenant 10ul d’eau a la place des 10ul

d’ADN.

L’analyse de la courbe de fusion, montre des pics d’intensité plus ou moins importante en
fonction des trois concentrations en ADN, avec pour tous un Tm d’environ 80,5°C. Le témoin

négatif n’a montré aucune amplification non spécifique.

Nous avons alors vérifié que le pic de fusion obtenu correspondait bien au produit amplifié¢ de
notre ADN cible. Pour cela nous avons contrdolé la taille de ce fragment amplifié, apres
électrophorése sur gel d’agarose et visualisation sous UV en présence d’un intercalant
(bromure d’éthidium), par comparaison a un marqueur de poids moléculaire (PM) migrant en
parallele. Nous avons obtenu une seule bande dont la taille correspondait bien a celle

attendue, environ 150 paires de bases (figure 10).

1 2 3 4
1 : streptocoque B (5ng)
2 : streptocoque B (50pg) ‘ 1000 pb
3 : témoin négatif . —— 46188 SE
4 : marqueur de PM —— 200 pb

Figure 10 : électrophorése du fragment d'ADN amplifié sur gel d’agarose

-47 -



Résultats
1.2.2 Concentration en chlorure de magnésium et température d’hybridation

Dans un deuxi¢me temps, nous avons fait varier la concentration en chlorure de magnésium
(MgCl) et la température d’hybridation des amorces afin d’optimiser le rendement de la
PCR. Trois concentrations en ADN (50ng, 50pg et 50fg) ont été testées dans les différentes
conditions opératoires. Le témoin eau est resté négatif dans toutes les conditions
d’amplification testées.

Nous avons effectué une gamme de concentration en MgCl,, de 2mM a 5SmM, a 55°C et 60°C

de température d’hybridation. Les résultats obtenus sont représentés dans la figure 11.
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e MoCl, 2mM / Strepto B 50ng MgCl, 4mM / Strepto B 50ng
——+—+  MgCl, 2mM / Strepto B 50pg MgCl, 4mM / Strepto B 50pg
—vese¢ MgCl, 2mM / Strepto B 50fg MgCl, 4mM / Strepto B 50fg

——  MgCl, 3mM / Témoin négatif MgCl, 5mM / Témoin négatif
reses  MgCl, 3mM / Strepto B 50ng e MgCl, 5SmM / Strepto B 50ng
—+—++  MgCl, 3mM / Strepto B 50pg e MgCl, 5mM / Strepto B 50pg
esesese MgCl, 3mM / Strepto B 50fg Eaeae MgCl, SmM / Strepto B 50fg

Figure 11 : courbes d’amplification (a gauche) et de fusion (a droite) de trois concentrations d’ADN de
streptocoque B (50ng, 50pg, 50fg) selon différentes concentrations de MgCl, (2mM, 3mM,
4mM, SmM) et a deux températures d’hybridation 55°C (en haut) et 60°C (en bas)

- 48 -



Résultats

Ces différentes expériences montrent que les conditions optimales sont obtenues avec une
concentration en chlorure de magnésium de 3mM et une température d’hybridation des
amorces de 60°C. En effet les courbes d'amplification, de part leur pente montrent une
efficacité de la réaction de PCR supérieure dans ces conditions expérimentales. De plus,
I’intensité des pics de fusion, pour une méme concentration en ADN, est également plus

importante.

1.3 Etude de la sensibilité

Afin de déterminer la limite de détection de la technique nous avons réalisé une gamme de
concentration en ADN de 5ng a 5fg. Pour cela nous avons effectué des dilutions de série 10
d’ADN extrait, dans un tampon Tris-HCl 10 mM pH 8,0. Les réactions d’amplification des

dilutions ont été faites dans les conditions optimales définies précédemment (figure 12).

L’amplification d’une cible d'ADN est caractérisée par son Cr (cycle seuil d’émission de
fluorescence), c’est a dire le nombre de cycles a partir duquel la fluorescence émise passe au
dessus du seuil correspondant au bruit de fond. En théorie, si le rendement de la PCR est de
100%, un log de différence de concentration en ADN est représenté par un écart de 3,3 cycles.
Sur la figure 12 représentant les courbes d’amplification de la gamme, on remarque qu’il
existe bien un écart régulier de 3 a 4 cycles entre les Cr des différentes dilutions d’ADN. Ceci
permet de vérifier la bonne exécution des dilutions d’ADN et donc de valider la limite de

détection trouvée.

L’analyse des courbes de fusion monire un dernier pic visible pour la dilution a 50fg d’ADN.

Ces résultats ont été reproduits dans cinq expériences différentes.

Le seuil de sensibilité de cette PCR sur LightCycler, pour la détection du streptocoque B est

donc de 50fg d’ADN cible, ce qui correspond environ a 25 copies de génome bactérien.

Afin de se mettre dans des conditions expérimentales voisines de celles que 1’on retrouvera
lors de I’application aux prélévements, nous avons répété cette gamme d'ADN en ajoutant
dans chaque capillaire, 50ng d’un ADN extrait d’un prélévement vaginal négatif en culture
pour le streptocoque B. Le méme seuil de sensibilité a été retrouvé dans cette expérience

(50fg d’ADN).
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Figure 12 : courbes d’amplification et de fusion d’une gamme de raison 10 d’ADN (5ng a 5fg)

de streptocoque B (strepto B). Cr=cycle seuil de fluorescence.

A : courbes d’amplification (fluorescence F1 en fonction du nombre de cycles)
B : courbes de fusion (fluorescence -dF1/dt en fonction de la température)
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1.4 Etude de reproductibilité

Nous avons étudié la reproductibilité de cette technique de PCR par ’intermédiaire de
l'analyse de deux paramétres : la température de fusion (Tm) et le cycle seuil d’émission de
fluorescence (Cr). Pour une concentration en ADN donnée (5pg), nous avons effectué une
douzaine d’amplification et déterminé le Tm et le Cr par calcul mathématique grice au

logiciel du LightCyler. Les différentés valeurs obtenues sont représentées dans le tableau 9.

Expériences Tm (en °C) Cr (nb de cycles)
Expérience 1 80,71 35,67
Expérience 2 80,76 33,30
Expérience 3 80,49 36,74
Expérience 4 80,76 35,88
Expérience 5 80,46 33,66
Expérience 6 80,82 34,22
Expérience 7 80,55 35,02
Expérience 8 80,46 : 33,50
Expérience 9 80,16 34,83
Expérience 10 80,65 34,71
Expérience 11 80,82 36,39
Expérience 12 80,45 33,20
Moyenne 80,60 34,75
Ecart-type 0,2 1,2

Tableau 9 : valeurs des températures de fusion (Tm) et des cycles seuil d’émission de

fluorescence (Cr ) obtenues dans douze expériences pour une concentration en ADN de Spg

La moyenne de la température de fusion sur l'ensemble des valeurs est égale a 80,60°C et
I'écart-type a 0,2. En ce qui concerne le cycle seuil d’émission de fluorescence, la moyenne

est égale & 34,75 et I’6cart-type a 1,2.
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2- Application aux prélévements vaginaux

Une fois la mise au point de cette PCR en temps réel sur LightCycler achevée, nous I’avons
appliquée a 43 prélévements vaginaux regus au laboratoire de Bactériologie et provenant des

services de Gynécologie Obstétrique du CHU de Grenoble.

2.1 Conditions d'amplification

Tous les extraits d'ADN obtenus ont été dosés au spectrophotométre, afin d’homogénéiser la
prise d’essai en quantité d’ADN. Pour les PV contenant plus de Sng/ul d’ADN, nous avons
utilisé la quantité maximale d’ADN recommandée pour 1’amplification en SYBR Green I
(50ng dans un volume de 10ul). Pour ceux contenant moins de 5ng/ul d’ADN nous avons pris

un volume d’ADN extrait de 10l

Pour chaque réaction d’amplification nous avons utilisé deux témoins :
=* un témoin négatif contenant 10ul d’eau a la place des 10ul d’ADN

=* un témoin positif contenant Spg d’ADN extrait de la souche de référence

2.2 Résultats

Parmi les 43 prélévements vaginaux testés, 7 étaient positifs en culture pour le streptocoque
B. Sur ces 7 prélévements, 6 ont donné un résultat positif en PCR. Les résultats de la culture
et les cycles seuil de fluorescence obtenus en PCR pour ces 7 PV figurent dans le tableau 10,
les courbes d’amplification et de fusion sont représentées dans la figure 13.

Les pics de fusion des différents prélévements vaginaux sont tout a fait superposables au pic
obtenu avec ’ADN purifié extrait de la souche de référence, utilisé comme témoin positif.
Deux des pics de fusion sont d’intensité plus faible que les autres. Ces deux pics
correspondent aux PV n° 1 et 2 pour lesquels nous disposions d’un seul écouvillon pour la
culture et la PCR. La culture étant réalisée en premier, les écouvillons étaient en partie
déchargés avant la réalisation de la PCR.

La culture et la PCR sont réalisées sur deux écouvillons différents (sauf pour les PV n°1 et 2),
ce qui peut expliquer le fait que les valeurs des cycles seuil de fluorescence ne soient pas
corrélées avec les résultats de la culture (tableau 10).

Dans le PV n°4 négatif par PCR, nous avons contrdlé I’extraction d’ADN ainsi que ’absence

d’éventuels inhibiteurs de PCR. Pour cela nous avons effectué une amplification du géne de la
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[-globine, géne présent dans toutes les cellules humaines. Cette amplification s’est avérée
positive. Le résultat négatif de la PCR streptocoque B, pour ce prélévement, est donc dfi a un
manque de sensibilité de la technique. Notons que la culture de ce PV n°4 était faiblement

positive (rares colonies de streptocoque B).

Prélevements Résultats de la culture Valeur du Cy
vaginaux streptocoque B obtenu en PCR
PV n°l Quelques colonies Cr>41
PV n°2 Assez nombreuses colonies Cr>41
PV n°3 Quelques colonies Cr>41
PV n°4 Rares colonies Cr>ND
PVn°5 Quelques colonies Cr=379
PV n°6 Nombreuses colonies Cr=372
PV n°7 Quelques colonies Cr=34,6

Tableau 10 : résultats de la culture et valeurs des cycles seuil de fluorescence (Cr) obtenues
par PCR pour les sept prélévements vaginaux (PV) positifs en culture pour le streptocoque B. -
(ND = non détectable)

Le délai d’obtention des résultats était en moyenne de 24 heures pour la culture et de 3h15

pour la détection par PCR.

Comparée avec les résultats de la culture, la sensibilité de la PCR est égale a 87,5% et la
spécificité 4 100%. Les valeurs prédictives positive et négative sont égales respectivement &
100% et 97,3%.
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Figure 13 : courbes d’amplification (A) et de fusion (B) des sept
prélévements vaginaux (PV) positifs en culture pour le streptocoque B (strepto B)

-54 -

] I
880800



DISCUSSION




Discussion

DISCUSSION

~

Dans le cadre de la prévention des infections néonatales a streptocoque B, un dépistage
systématique du portage vaginal de cette bactérie est recommandé en fin de grossesse, |
idéalement entre 34 et 38 semaines d’aménorrhée. Plusieurs arguments sont en faveur de ce
dépistage :
- la gravité des infections néonatales & streptocoque B
- 1a fréquence du portage vaginal du streptocoque B (environ 10% des femmes en France)
- I’absence de facteurs de risque au moment de I’accouchement dans 25% des cas
- l’efficacité de I’antibioprophylaxie per-partum guidée par le résultats du dépistage
(réduction de plus des trois quarts du risque infectieux néonatal)
-~ la prévalence des conséquences des infections materno-feetales qui en fait un probléme
de santé publique (séquelles neurologiques permanentes chez environ un tiers des
nouveau-nés ayant développés une méningite, stérilité secondaire 4 une endométrite

du post-partum)

La compensation du cofit du dépistage et de l’antibioprophylaxie est réalisée par les
économies faites sur la rationalisation des prescriptions et sur les complications néonatales et

maternelles évitées.

Mais, comme nous 1’avons vu, le portage vaginal du streptocoque B est transitoire. La valeur
prédictive d’une colonisation en cours de grossesse dépend du délai entre le prélévement et
I’accouchement. De plus, les femmes accouchant prématurément ne bénéficient pas de ce
dépistage, ainsi que les femmes qui ne sont pas suivies pendant leur grossesse.

L’utilisation d’un test rapide et fiable de dépistage du streptocoque B, au moment de
’accouchement, pourrait résoudre ces lacunes du dépistage anténatal.

D’aprés une étude de Benitz et coll., le dépistage des femmes porteuses de streptocoque B en
début de travail, avec un test de détection rapide idéal, permettrait de traiter moins de femmes
(15% contre 25% avec un dépistage en fin de grossesse) et d’éviter un plus grand nombre
d’infections néonatales précoces 2 streptocoque B (90% contre 80% avec un dépistage en fin
de grossesse), ceci avec un cofit équivalent (17).

L'ANAES ne recommande 1'utilisation des tests de détection rapide que chez les femmes non

suivies pendant leur grossesse (2).

-56-




Discussion

Actuellement, les tests de détection rapides commercialisés sont des tests immuno-
enzymatiques.La biologie moléculaire pourrait étre une alternative a ces techniques immuno-
enzymatiques, qui pour la plupart manquent de sensibilité.

Dans le domaine du diagnostic bactériologique la PCR est essentiellement utilisée dans deux
cas : pour la détection de bactéries & croissance lente (mycobactéries) et pour la détection de
bactéries dont le diagnostic traditionnel n’existe pas (Tropheryma whippelii). Son utilisation

dans le cadre d’un dépistage rapide du streptocoque B pourrait étre une nouvelle application.

La PCR en temps réel, nouvel outil de biologie moléculaire, est encore peu utilisée en
bactériologie. Cette nouvelle technologie posséde de nombreux avantages :

sa trés grande rapidité (45 cycles d’amplification réalisés en 20 4 30 minutes).

- P’amplification et la détection se passent dans un méme capillaire, ce qui diminue
les risques de contamination post-PCR.

- la vitesse d’exécution de ce thermocycleur, avec de brefs passages a haute
température, permet de maintenir un rendement de la Taq polymérase équivalent
tout au long des cycles d’amplification, et de ne pas dégrader les fluorophores
utilisés pour la mesure du signal.

- la possibilité de traiter jusqu’a 32 échantillons en méme temps.

De plus, dans la mesure ol les témoins positif et négatif sortent correctement, l'interprétation

biologique des résultats ne pose pas de probléme.

En revanche, cette technique implique de disposer de plusieurs piéces pour réaliser les
différentes étapes de la PCR (extraction, préparation du mélange réactionnel et
I'amplification), d'un thermocycleur spécifique type LightCycler et d'un personnel formé.

Bergeron et coll. (21) ont mis au point une PCR en temps réel permettant la détection du
streptocoque B dans des prélévements vaginaux et anaux. Ils ont défini des amorces dans une
région fortement conservée du géne cfb. Ce géne codant pour la synthése du CAMP-factor est
théoriquement présent chez tous les streptocoques B et, trés bien conservé au sein de cette
espéce. La spécificité de ces amorces a été démontrée sur 125 espéces bactériennes et

fongiques ainsi que sur 162 souches différentes de streptocoques B (49).

Le but de ce travail était de développer une technique rapide de détection de streptocoque B
par PCR en temps réel sur LightCycler. Les résultats de cette détection par PCR sont obtenus

en un peu plus de 3 heures, ce qui est nettement plus court que la culture classique (24 a 48
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heures). Néanmoins cette technique reste plus longue que les tests de détection des antigénes
du streptocoque B par technique immuno-enzymatique (10 a 30 minutes). Ce délai pourrait
étre diminué avec ’utilisation d’une technique d’extraction d'ADN plus rapide, dans la
mesure ou 1’étape PCR seule ne dure que 45 minutes. En effet, parmi les différentes
techniques d’extraction testées, le kit Qiagen choisi a donné les meilleurs résultats en ce qui
concerne la lyse de la bactérie et la purification de I’ADN extrait, mais c’est également la
technique la plus longue (2h15). La technique utilisée par Bergeron et coll. (21), IDI DNA
extraction kit, est beaucoup plus rapide (10 minutes) et devrait permettre de réduire la
détection du streptocoque B a 1 heure. Il serait intéressant de comparer cette technique

d’extraction a celle de Qiagen.

L'étude de la dispersion de la température de fusion montre une trés bonne reproductibilité de
la PCR, avec un écart-type égal a 0,2. En ce qui concerne le cycle seuil d’émission de
fluorescence (Cr), la reproductibilité est un peu moins bonne, avec un écart-type égal a 1,2.
En SYBR Green I les Cr varient généralement plus qu'en sondes d'hybridation, ce qui peut
expliquer la moins bonne reproductibilité de ce paramétre. Etant donné que le but de cette
PCR est de faire de la détection et non de la quantification, cette petite variabilité du Cr n’est

pas préjudiciable.

A partir de ’ADN purifié, extrait de la souche de streptocoque B de référence, nous avons
obtenu une limite de détection a 50fg d'ADN total, correspondant environ & 25 copies de
génome bactérien. Bergeron et coll. ont obtenu un seuil de sensibilité a 5fg d’ADN (2 a 3
copies de génome bactérien), en utilisant un marquage du produit amplifi€ par des sondes
d’hybridation spécifiques (21, 49). Le marquage de I'ADN amplifié par SYBR Green I utilisé
dans notre cas semble moins sensible qu'un marquage par des sondes d’hybridation.
Cependant, étant donné que nous n’avons pas testé de dilutions d’ADN intermédiaires entre
50fg et 5fg, le seuil de sensibilité de notre technique devrait étre inférieur a 50fg et se
rapprocher de celui de Bergeron et coll.

La sensibilité¢ de la PCR par rapport & la culture, obtenue sur les prélévements vaginaux
(87%), est également plus faible (97%) que celle obtenue par Bergeron et coll. (21). Mais ces
chiffres sont difficilement interprétables en raison du faible nombre de prélévements testés
dans notre étude (43 seulement contre 112 dans 1’étude de Bergeron).

Une premiére explication peut néanmoins &tre évoquée : la quantité d’ADN totale utilisée

comme échantillon. Celle-ci est en effet limitée a 50ng en SYBR Green I contre 500ng en
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sondes d’hybridation. Pour les prélévements faiblement positifs, une quantité limitée d’ADN

comme prise d’échantillon peut &tre un facteur limitant.

Malgré ces deux inconvénients liés a 1’utilisation d’un marquage des produits amplifiés par
SYBR Green I par rapport aux sondes d’hybridation (sensibilité et quantité d’échantillon
inférieures), nous avons choisi de travailler avec ce format de fluorescence pour deux raisons.
La spécificité des amorces et ’absence de formation de produits non spécifiques ayant été
démontrées (49) nous pouvions utiliser un marquage non spécifique du produit amplifié. De
plus, nous voulions dans un deuxie¢me temps, tenter de développer une PCR multiplex
permettant la détection simultanée des deux bactéries les plus fréquemment responsables
d’infections néonatales : Streptococcus agalactiae (streptocoque B) et Escherichia coli K1.
L’utilisation de sondes d’hybridation nous obligerait & trouver des conditions PCR

satisfaisantes pour deux couples d’amorces et deux couples de sondes. En SYBR Green I, la

mise au point semble plus simple avec seulement deux couples d’amorces a optimiser.

Nous avons obtenu pour un des prélévements vaginaux un faux négatif par PCR par rapport a
la culture. Nous avons d@ réaliser sur ce prélevement, une deuxi®me PCR permettant
d’amplifier le géne de la B globine, afin de vérifier 1’extraction d’ADN et 1’absence
d’inhibiteurs de PCR dans ce PV.

Pour vérifier Pefficacité de la PCR dans chaque échantillon, sans avoir a réaliser deux
réactions d’amplification par prélévement, on peut envisager de développer un témoin interne.
Celui-ci pourrait étre formé d’une séquence d’ADN non retrouvée chez le streptocoque B,
encadrée a chaque extrémité par les séquences complémentaires des deux amorces
spécifiques. Ce fragment d’ADN, amplifié par les mémes amorces et dans les mémes

conditions PCR, devra posséder un Tm différent d’au moins 1°C de celui du produit

spécifique, afin de les distinguer sur la courbe de fusion.

Enfin, dernier élément a prendre en compte pour le choix d'une technique, son cofit. Le cofit
des réactifs utilisés pour la détection par PCR sur LightCycler (environ 50%) est plus élevé que
ceux nécessaires pour le dépistage par culture (21F) et & peu prés équivalent & ceux
nécessaires pour la détection par technique immuno-enzymatique (43% pour le Strep B OIA®
test).

La politique de santé publique va vers une meilleure utilisation des antibiotiques avec si
possible une documentation bactériologique, le plus prés possible de la décision

thérapeutique. De ce fait, un diagnostic rapide, méme s'il colite cher, peut étre justifié.
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MEMOIRE SOUTENU PAR : Caroll LE RISBE

TITRE :

Détection du streptocoque B par PCR en temps réel

dans des prélévements vaginaux chez la femme enceinte

CONCLUSION

La prévention anténatale du risque infectieux bactérien néonatal précoce fait 1'objet de
consensus et de recommandations, ou la place des infections a streptocoque B est
prédominante. Le traitement préventif recommandé consiste 4 administrer une
antibioprophylaxie per-partum chez les femmes porteuses de streptocoque B. Le dépistage
systématique du portage de streptocoque B est recommandé en fin de grossesse, entre la 34™
et 38"™ semaine d'aménorrhée. A l'heure actuelle, ce dépistage est réalisé par culture

microbiologique.

L'utilisation d'un test rapide de détection du streptocoque B au moment de ’accouchement
semble étre une autre approche intéressante. Les tests immuno-enzymatiques commercialisés
permettent, pour la plupart, un dépistage du streptocoque B chez les femmes fortement
colonisées donc & haut risque infectieux, mais manquent de sensibilité pour une utilisation

systématique. La biologie moléculaire pourrait étre une alternative a ces tests.

Nous avons développé une technique de détection du streptocoque B par PCR en temps réel
sur un thermocycleur automatisé (LightCycler). La premiére partie du travail a consisté en la
mise au point de la technique, 3 partir d'une souche de streptocoque B de référence, avec les
étapes suivantes : choix de la technique d'extraction (Qiagen), optimisation des conditions
opératoires (concentration de chlorure de magnésium 3mM, température d'hybridation 60°C),
étude de la reproductibilité et définition du seuil de sensibilité (25 copies de génome

bactérien).
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Dans un second temps, nous avons appliqué cette technique sur une quarantaine de
prélévements vaginaux provenant de femmes enceintes, hospitalisées dans les services de
Gynécologie Obstétrique au CHU de Grenoble. Dans cette étude préliminaire, la sensibilité et
la spécificité sont respectivement égales a 87% et 100%, la valeur prédictive positive &2 100%
et la valeur prédictive négative a 97,3%, par rapport a la éulture. Le délai de répoﬁse est de

3h15, contre 18 & 48 heures pour la méthode de référence (culture) et 30 minutes pour les tests

immuno-enzymatiques.
Si la PCR en temps réel s’avére plus sensible que les tests immuno-enzymatiques, cette

technique nous semble cependant plus lourde et plus difficilement adaptable a une logistique

de garde. Sa place dans les stratégies actuelles de prévention des infections néonatales

précoces a streptocoque B reste donc a définir.
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TITRE : Détection du streptocogque B par PCR en temps réel dans des

prélévements vaginaux chez la femme enceinte

RESUME :

La prévention anténatale du risque infectieux bactérien néonatal précoce fait I'objet de
recommandations, ot la place des infections & streptocoque B est prédominante. Le traitement
préventif recommandé consiste & administrer une antibioprophylaxie per-partum chez les femmes
colonisées par le streptocoque B, identifiées par un dépistage systématique en fin de grossesse. A
I'heure actuelle, ce dépistage est réalisé par culture microbiologique.

La biologie moléculaire pourrait étre une alternative aux. tests immuno-enzymatiques

commercialisés pour la détection rapide du streptocoque B au moment de I’accouchement.

Nous avons développé une technique de détection rapide (3h15) du streptocoque B par PCR en
temps réel sur un thermocycleur automatisé (LightCycler). La premiére partic du travail a
consisté en la mise au point de Ia technique, & partir d'une souche de streptocoque B de référence,
avec laquelle nous avons obtenu un seuil de sensibilité de 25 copies de génome bactérien.

Dans un second temps, nous avons appliqué cette technique sur des prélévements vaginaux
provenant de femmes enceintes, hospitalisées dans les services de Gynécologie Obstétrigue au
CHU de Grenoble. Nous avons obtenus sur ces prélévements, une sensibilité et une spécificité
respectivement égales a 87% et 100%, une valeur prédictive positive & 100% et une valeur
prédictive négative a 97,3%, par rapport a la culture.

La place de cette technique dans la prévention des infections néonatales & streptocoque B, avec

ses avantages et ses inconvénients, reste a définir.

MOTS CLES : Streptocoque B, Infection néonatale, PCR en temps réel
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