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Résumé :

Dans notre étude, on s’est intéressé¢ aux Staphylococcus aureus et aux souches
Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline, isolées a partir de prélévements nasaux
préopératoires.

Sur les 663 prélevements effectués, 143 étaient des staphylocoques dorés soit 21,57%.

La méthode des disques (céfoxitine 30ug), le screening test (oxacilline 6pg/ml) et la
recherche de la PLP 2a ont permis de détecter et de confirmer la résistance a la méthicilline
pour 36 souches soit un taux d’environ 5,43% par rapport a la population totale étudi¢e. Huit
porteurs de MRSA ont été confirmés dans le service de traumatologie, 14 dans le service de
cardiologie, 5 dans le service d’ORL, 4 porteurs dans le service de neurochirurgie et chez les
enfants et un SARM dans le service de SCL

Les 36 souches méti-R du portage nasal présentent dans leur grande majorité, 27 sur
36, un caractere multi-R assez restreint (résistance de deux a trois familles a savoir : les
Tétracyclines, Fluoroquinolones, Aminosides, Macrolides).
Une des souches SARM a été trouvée intermédiaire a la vancomycine.

Mots clés : S.aureus, SARM, sujets sains, prévalence, résistance aux antibiotiques.



Summary:

In our study, we looked at Staphylococcus aureusandmethicillin resistant
Staphylococcus aureus strains, isolated from nasal preoperative samples.

On 663 samples carried out, 143 were staphylococcus detected in 21.57%.

Method of disks (cefoxitin 30ug), screening test (oxacillin 6pg/ml) and searching of
the PLP 2a allowed to detect and confirm resistance to Methicillin for 36 strains representing
a rate of 5.43 per cent compared with the total population studied. Eight carriers of MRSA
were confirmed in the service of Traumatology, 14 in the service of Cardiology, 5 in the ENT
service, 4 carriers respectively in service of Neurosurgery and children and one MRSA in the
service of SCIL

36 meti-R of the nasal portage strains are in their great majority, 27 of 36, rather
limited multi-R character (two to three families namely resistance: Tetracyclines,
Fluoroquinolones, aminoglycosides, Macrolides). One of the MRSA strains was found
intermediate Vancomycin.

Key words:S.aureus, MRSA, healthy volunteers, prevalence, antibiotics resistance.
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INTRODUCTION

Le staphylocoque doré est class¢ parmi les pathogeénes les plus fréquemment
responsables d'infections nosocomiales (Enquéte de Prévalence nationale des infections
nosocomiales, 2001 ; National Nosocomial Infections Surveillance System, 2003).

Cette Bactérie occupe encore aujourd’hui, de part sa virulence et sa résistance aux
antibiotiques usuels, une grande importance en pathologie humaine. Cette espéce saprophyte,
ubiquiste est présente chez I’homme a 1’état commensal. Vingt-cing a 50 % des individus sont
des porteurs sains de celle-ci dans leurs fosses nasales, leur flore cutanée ou leur muqueuse.
Avec Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa, S. aureus est la bactérie la plus
fréquemment isolée dans les prélévements a [’hopital (Joubert, 2005).

Dans la population générale, la prévalence du portage nasal permanent est comprise
entre 20 et 25 % tandis que la colonisation transitoire par cette bactérie affecte au moins 60 %
de la population restante (Peacock et al., 2001).

Staphylococcus aureus s’est rapidement adaptée a la pression sélective des
antibiotiques entrainant la diffusion de souches résistantes a la méthicilline (SARM)
responsables d'environ 30 % des infections nosocomiales (Tristan et al., 2005).

En Algérie les MRSA représentent 45,6% des souches isolées en milieu hospitalier
contre 27,9% ceux d’origine externe (Rahal et al., 2005).

A Blida, dans le cadre d’une étude publi¢e en 2007 sur la prévalence du portage nasal
en MRSA comprenant 1005 patients, 45 était porteurs de souche de MRSA soit 4.478 % de
I’échantillon total (Toualbia et al., 2007).

Le prélévement recommandé pour le dépistage des SARM est le prélevement nasal
(Lucet, 2002) car les fosses nasales antérieures sont un des sites de portage préférentiel de
cette bactérie et la fréquence du portage cutané¢ dépend du portage nasal (Kluytmans et al,
1997).

Ce dépistage au laboratoire est fondé sur la mise en évidence de la résistance a la
méthicilline du staphylocoque doré. Différentes techniques permettant de détecter rapidement
in vitro la résistance a la méthicilline des staphylocoques ont été développées ces derniéres
années notamment :

e Des techniques phénotypiques a l'aide de latex sensibilis¢ afin de détecter la PLP2a

(Nakatomi et al, 1998) ; ou le screening test ou la méthode par diffusion de disque

d’Oxacilline(Oxa) et céfotoxine (FOX)



e Des techniques génotypiques a la recherche du geéne mecA par PCR classique
(Murakami et a/, 1991 ; Unal et al, 1992) et par PCR temps réel (Reischl et al., 2000 ;
Fang et al., 2003 ; Costa et al., 2005).

Cette étude a pour objectifs :

e [’isolement, I’identification et la prévalence des souches de Staphylococcus aureus
prélevées des fosses nasales par écouvillonnage dans différents services.
e Déterminer la prévalence des Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline et la

résistance associée au profil Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline.

Le dépistage des patients a l'admission et en cours d'hospitalisation permet
d'identifier les sujets porteurs de SARM asymptomatiques. Cette stratégie de dépistage
constitue une composante majeure de tout programme de contréle (Boyce, 1995).

En effet la mise en application des mesures d'isolement géographique et
technique permettant d'éviter la transmission croisée.

Cette ¢tude permettra de proposer une stratégie de prévention de 1’infection.
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I. GENERALITES
I.1. Historique

Les premicres souches de S. aureus résistant a la pénicilline ont été¢ décrites dés 1942,
initialement a I’hopital puis en milieu communautaire (Lowy, 2003).

L’historique de la connaissance du S. aureus a connu plusieurs étapes importantes,
parmi elles nous citerons :

Tableau I. Récapitulatifsur la connaissance de S. aureus

Année Eveénement

1947 Isolement de la premiere souche de S. aureus
pénicillinorésistant

1952 Identification des mémes souches en portage

et dans les infections (typage par phages)

1961 Isolement de la premiére souche SARM
1990 Typage par Electrophorése en Champ Pulsé
1994 Identification des premiéres molécules

bactériennes, impliquées dans 1’adhésion

2000 Développement du MLST : étude de la
clonalité
2001 Infection communautaire 8 SARM
2002 Isolement de la premiere souche Vanco R
(Lister, 2003)

I.2. Taxonomie
La classification bactérienne présentée selon les recommandations du Bergey’smanual
of systematicbacteriology, volume 3 deuxieme édition (2009).
Regne : Bacteria
Phylum : Firmicutes
Classe : Bacilli
Ordre : Bacillales
Famille : Staphylococcaceae
Genre : Staphylococcus

Espéce : Staphylococcus aureus




1.3. Staphylococcus aureus
1.3.1. Caracteres morphologiques et culturaux

Les staphylocoques sont des cocci a Gram positif arrondis de 0,5 a 1,5um de diamétre,
immobiles dépourvus de spores et de capsule. Ils sont le plus souvent groupés en amas dit en
grappes de raisins. Les staphylocoques sont des aéro-anaérobies facultatifs et non exigeants.

L’espéce S. aureus se développe en concentration forte en NaCl 75g/1 (halophile).
Cette capacité est mise a profit dans le milieu de culture sélectif hypersalé de Chapman pour
I’isoler d’un prélévement polymicrobien. Aprés 24 a 48h d’incubation, des colonies (de 1 a
2mm de diametre) apparaissent, elles sont lisses, luisantes et bombées, pigmentées en jaune
or, d’ou ’appellation « staphylocoque doré ».

Sur gélose ordinaire en aérobiose, les colonies sont assez grandes d’environ 1mm de
diametre, rondes, régulieres, bombées, lisses et brillantes : de type Smooth. En milieu liquide,
S. aureus produit dans le bouillon un trouble homogene le long du tube.

Elle produit une coagulase, ce qui la distingue des autres espéces de ce genre appelées
staphylocoques a coagulase négative (Garrity, 2001).

1.3.2. Caractéres biochimiques
Les principaux caractéres biochimiques sont résumés dans le tableau suivant :

Tableau II. Caractéres biochimiques de S.aureus

Caracteére S. aureus

Oxydase

Catalase

Coagulase

Fermentation du glucose sans production de gaz

Dégradation du mannitol

Production d’indole

Production d’acétoine

Uréase

Présence de nitrate réductase

Réduction du tellurite de potassium en tellure

Thermonucléase ou DNase thermostable

e e o o o I o0 IR S B IS IS

Présence d’une protéine A

Légendes : -: Négatif, +: Positif.
(Garrity, 2001)



1.3.3. Habitat

Cette bactérie comme tous les Staphylococcus est trés répandue dans la nature (air,
eaux et sols). C’est un commensal de la peau et des muqueuses de I’homme. Les fosses
nasales antérieures constituent, avec les zones humides de la peau (aisselles, poignets,

périnée), le site réservoir essentiel de S. aureus (Peacocketal., 2001).

1.3.4. Modes de transmission
e La transmission directe

La contamination est principalement transmise par les mains : Manuportage (Verdier,

2000).
La contamination interhumaine est trés variable, certains individus étant de « dangereux
disséminateurs », alors que d’autres sujets ne transmettent pratiquement jamais leurs souches
(Avril etal., 2000). Les lésions cutanées et le portage nasal peuvent étre source de
dissémination.

La transmission par les aliments contaminés peut engendrer des toxi-infections
alimentaires collectives (Verdier, 2000).

Cependant le mode de transmission principal des MRSA est trés certainement le
contact direct ou par I’intermédiaire de I’environnement, notamment d’objets divers
(Vandeneschet al., 2003).

e La transmission indirecte

Cette transmission est également fréquente. L’air et ses poussieres sont des vecteurs de
staphylocoques qui se trouvent sur les squames cutanés émises en permanence dans 1’air(Le
Minor et al, 1989). Comme il est possible qu'une transmission de MRSA par air puisse
survenir dans des conditions particuliéres, par exemple lorsque le patient est porteur de cette
souche au niveau trachéo-bronchique (Vandenescher al., 2003).Les plaies étendues, les
brilures, les suppurations ouvertes sont des sources importantes, notamment a 1’occasion des
pansements.

Les vétements, la literie, les couvertures de laine projettent de fines particules de tissus
chargées de staphylocoques(Le Minoret al., 1989).

1.3.5. Facteur de virulence

Des constituants de la paroi et des substances enzymatiques ou toxiques produites par

S. aureus sont des facteurs de virulence.



+ Constituants de la paroi
I1 existe des antigénes capsulaires de nature polysaccharidique et des antigeénes pariétaux
constitués par le peptidoglycane et les acides teichoiques. La plus part de ces antigénes
permettent le sérotypage des souches (Vandeneschetal., 2003).
e Paroi

Elle est formée du peptidoglycane, des acides teichoiques et lipoteichoiques
(Vandeneschet al., 2003). Ces composants possedent des effets biologiques démontrés in-
vitro, notamment une activité endotoxin-like stimulant la sécrétion de cytokines par les
cellules lympho-monocytaires, I’activation du complément et I’agrégation plaquettaire.

Alors que le peptidoglycane est peu immunogene, les acides teichoiques donnent
naissance a des anticorps que 1’on trouve dans le sérum de malades atteints d’infections
récentes. Ces acides teichoiques sont des récepteurs de bactériophages (lysotypie des
staphylocoques) (Vandeneschet al., 2003).

La protéine A liée au peptidoglycane, fixe le fragment Fc de toutes les sous-classes
d’immunoglobulines G (excepté les IgG3),interférant ainsi avec 1’opsonisation et la

phagocytose (Flandrois, 2000).

e La capsule
Les polysaccharides capsulaires sont trouvés chez 90% des souches. La capsule
permet une meilleure résistance des souches a I’opsonisation et a la phagocytose. Certaines
souches produisent un exo-polysaccharide (glycocalix) qui entraine la formation d’un biofilm,
engluant les bactéries et constituant ainsi une forme de résistance au site de colonisation
(Vandeneschetal., 2003).
= La protéine A
La protéine A inhibe 1’opsonophagocytose grace a sa capacité de fixation du fragment Fc des
immunoglobulines. Elle est actuellement considérée comme une MSCRAMM car elle permet
I’attachement de S.aureus au facteur de VonWillebrand. Il s’agit d’un peptide présent sur
I’endothélium Iésé, et la protéine A peut de ce fait jouer le role d’adhésines au début de

I’infection intravasculaire (Vandeneschet al., 2003).

+ Protéines liant le collagéne et liant I’élastine
Elles permettent au staphylocoque de s’attacher au tissu conjonctif. La protéine de
liaison au collagene de type I, II et IV, joue un rdle trés important dans les infections

ostéoarticulaires (Verdier, 2000).



+ Protéines liant la fibronectine
S.aureus est équipé d'un grand nombre de facteurs de surface favorisant la colonisation
de I'hote. La principale protéine liant le fibrinogeéne (« clumping factor A » ou CIfA) ainsi que
CIfB (Vaudaux PE et al.,1995) . D'autres protéines liant le fibrinogene (Efb, FbPA) n'ont pas
fait leur preuve dans ce type de modele (Moreillon, 2009).

4+ La protéine de liaison au fibrinogéne : Clumping factor (Cif A, Cif B)

Le « Clumping factor » est un récepteur pour le fibrinogéne qui provoque I’agrégation
des bactéries en présence de plasma, permettant de transformer directement le fibrinogeéne en
fibrine. Cette adhésine joue un réle dans les infections des plaies et les infections sur corps
étranger. Il semble que Cif B soit fortement impliqué dans la colonisation nasale (Verdier,
2000).

+ Les toxines et enzymes diffusibles de S. aureus
e Les toxines
Le tableau III résume les principales toxines secrétées par S. aureus et leur mode
d’action.

Tableau II1. Différentes toxines et leur mode d’action

Les toxines Mode d’action

Les hémolysines (a- toxine ; B- toxine) ont une action cytolytique sur de nombreuses
cellules eucaryotes et notamment les
plaquettes, accessoirement sur les globules
rouges humains ou animaux

Leucocidine de Panton-Valentine (PVL) Ces toxines ont des cellules cibles
(polynucléaires, monocytes, macrophages) sur
lesquelles elles se fixent et provoquent la
formation de canaux membranaires laissant
passer les cations divalents.

Les exfoliatines ou épidermolysines provoque sur le plan histologique un
décollement intra-épidermique entre le
stratum granulosumet le stratum spinosum,
créant cliniquement des Iésions bulleuses.

Super antigenes se lient au CMH de type II et causent une
prolifération majeure de lymphocytes T avec
production de cytokines.

Entérotoxines associées aux intoxications alimentaires ou la
toxine est produite dans 1’aliment ingéré.

TSST-1 (Toxin Shock Syndrom Toxin 1) responsable du syndrome du choc toxique
staphylococcique.
Le « Succinic oxydase factor » inhibe I’oxydation du succinate par les

mitochondries.




(Assous, 1999 ; Flandrois, 2000 ; Avril, 2000 ; Vandeneschet al., 2003 ; Tristan, 2006)

+ Les enzymes

Le tableau IV résume les différentes enzymes et leur mode d’action.

Tableau IV. Différentes enzymes et leur mode d’action

Les enzymes

Mode d’action

Catalase Elle diminue probablement 1’action destructrice des
phagocytes
Coagulase La présence d’une coagulase identifie, en pratique

courante, I’espece aureus. Il existe une coagulase
libre et une coagulase li¢e

Désoxyribonucléase thermostable

Est une nucléase ayant des propriétés endo- et
exonucléasiques et active sur les ADN et les ARN.

Lactamases Inactivent la pénicilline.
Hyaluronidase Hydrolyse ’acide hyaluronique
Fibrinolysine Exerce un effet inverse a celui de la coagulase en

contribuant a la dislocation du caillot et a la formation
de localisations septiques secondaires

(Assous, 1999 ; Avril, 2000 ; Flandrois, 2000 ; Vandeneschet al., 2003)

+ Autres activités enzymatiques

D’autre enzymes sont excrétées par S. aureus comme les : protéases, lipases, estérases et

phosphatases qui lysent les tissus et peuvent faciliter I’extension de I’infection aux tissus

adjacents (Vandeneschet al., 2003).

1.3.6. Différents types d’infections a S. aureus

Staphylococcus aureus est le type méme de la bactérie pyogene (Flandrois, 2000). On

peut classer les infections a staphylocoque en deux groupes principaux:

Les infections suppuratives dépendent avant tout de la prolifération du germe.
Elles sont soit primitives, soit secondaires (une porte d’entrée, généralement une
effraction cutanée ou une intervention chirurgicale précede 1’infection) (Prévost,
2004).

Les infections non suppuratives d’origine toxinique appelées toxémies
staphylococciques sont dues a la diffusion de toxines a partir d’un foyer infectieux
ou a I’ingestion d’une toxine préformée dans un aliment contaminé. Ces toxémies
regroupent les syndromes cutanés staphylococciques, le choc toxique

staphylococcique (TSS) et les intoxications alimentaires (Prévost, 2004).

1.3.7. Epidémiologie des MRSA en Algérie



Les SARM diffusent a travers le monde de fagon clonale (Figure 1). Ainsi, le clone
ST80, majoritaire en Europe, a aussi été décrit en Algérie et en Tunisie (Division of
HealthcareQuality Promotion, 2005 ; Hamdad et a/, 2006 ; Comité de I’antibiogramme de la

Société francaise de microbiologie, 2006).

En Algérie, on assiste ces derni¢res années, a une augmentation importante du taux
des SARM, qui est passé de 10 % en 1997 aux environs de 40 % en 2005, peu de données
sont publi¢es (Kesch et al, 2003 ; Borg et a/, 2007).

De plus, comparée aux autres pays du Maghreb, 1’ Algérie enregistre la plus forte
prévalence de SARM. Ainsi, entre 2003 et 2005, le taux de SARM en Algérie, avoisinait les
44 % alors qu’il était de 18 et 19 % dans chacun des deux pays voisins, la Tunisie et le Maroc
(Borg et al, 2007 ; Elhamzaouietal., 2009).

Depuis, le clone communautaire ST80 a été rapporté de fagon épidémique aussi
bien dans la communauté qu’en milieu hospitalier dans chacune des deux plus grandes villes
du pays, Alger et Oran entre 2004 et 2007 (Division of HealthcareQuality Promotion, 2005 ;

Comité de I’antibiogramme de la Société francaise de microbiologie, 2006).

II. MECANISMES DE RESISTANCE DE S. AUREUS AUX
ANTIBIOTIQUES



I1.1. Résistance aux p-Lactamines
Les mécanismes de résistance décrits sont de plusieurs types :

4 La production d’une pénicillinase plasmidique, inductible, inactive les pénicillines A
et G, les carboxypénicillines et les uréidopénicillines. Cette pénicillinase est en
revanche inactivée par les inhibiteurs de pénicillinase (acide clavulanique, sulbactam,
tazobactam). Les pénicillines M et les céphalosporines ne sont pas inactivées.

4 La résistance a la méthicilline (oxacilline) peut étre due a plusieurs mécanismes (Jehl,
2003).

I1.1.1. Modification de la cible

S. aureus posséde quatre isoformes natives de protéines liant les pénicillines (PBP pour
PenicillinBindingProtein) ou PLP (protéine de liaison a la pénicilline additionnelle ), une
famille de protéases a sérine intervenant dans la syntheése du peptidoglycane. Elles sont la
cible des bétalactamines qui empéchent ainsi la constitution de la paroi bactérienne,
conduisant a la mort de la bactérie. La résistance a la méticilline est acquise par la production
d'une nouvelle PBP, la PBP2a, dont l'affinité pour les bétalactamines est trés faible. Elle n'est
en conséquence pas inhibée, méme en présence de fortes concentrations d'antibiotiques, et
peut assurer la synthése du peptidoglycane.

Cette résistance peut étre soit homogene (haut niveau), soit hétérogéne (bas niveau). La
production de ces PLP anormales est codée par un gene chromosomique mecA qui appartient
a un fragment additionnel d’ADN intégré a ’ADN des MRSA .Les génes de régulation
mecR1 (co-inducteur) et mecl (répresseur) inhibent la transcription du géne mecA. Certaines
souches perdent complétement le géne mecl ce qui entraine une production constitutive de la
protéine PLP 2a. L’élément mecR I-mecl présente des homologies avec les genes régulateurs
blaR1-blal de 1’opéron pénicillinase. Le geéne blal code pour une protéine inhibant la
transcription du co-répresseurblaZ alors que le géne blaR1 a une fonction anti-répresseur. En
effet, ce dernier code pour une protéine membranaire qui, en présence d’une B-lactamine, léve
la répression du produit de blal sur blaZ. Ainsi, le géne mecA peut étre corégulé par le
systeme d’induction de la pénicillinase.

Quatre genes accessoires (femA, femB, femC, femD facteur essentiel a la méthicillino-
résistance) nécessaires a 1’expression a haut niveau de la résistance a la méthicilline sont
situés a distance du géne mecA et sont tous impliqués dans 1’une des étapes de la synthése du

peptidoglycane (Jehl, 2003).

11.1.2. Autres mécanismes



Trois autres mécanismes de résistance a 1’oxacilline non liés au géne mecA ont été décrits.

Certaines souches sont hyperproductrices de B-lactamase, ce sont les souches
BORSA (= borderline S.aureus), qui sécrétent une quantité importante de f-
lactamase, qui n’ont pas de résistance intrinseque, c'est-a-dire ni PLP 2a, ni
gene mecA. 1l y a restauration de la sensibilité in vitro si 1’oxacilline est
associée a un inhibiteur de P-lactamase. Il n’y a pas de multirésistance
associée, en général (Jehl, 2003).

Quelques souches semblent produire une méthicillinase capable d’hydrolyser
la méthicilline, en absence de géne mecA et dont le réle et le géne ne sont pas
clairement établis.
Modification des PLP autres que la PLP 2a = souches MODSA
(ModifiedS.aureus), souches résistantes a bas niveau a I’oxacilline et non

productrices de P-lactamase. Ces souches présentent une modification

d’affinité de leurs PLP normales vis-a-vis des B-lactamines (Jehl, 2003).

Tableau V. Phénotypes de résistance acquise des staphylocoques aux p-lactamines.

Mécanism | Pénicilline G, Pénicilline A, | ATB+Inhibit | Pénicilline | Céphalospori
e CarboxypénicillineUréidopéni eur de - M :oxacilli nes
cilline lactamase ne. Carbapénem
es
Sauvage S S S S
Pénicillina R S S S
se
Modificati
on des R R R R
PLP, gene
mecA
BORSA** R S/R R S
MODSA S S R S
%k
BORSA : Borderline S.aureusR : résistant ~ ** : rare
MODSA : ModifiedS.aureusS : sensible (Jehl, 2003)

I1.2. Staphylocoques et résistances associées




La résistance a la méthicilline de S. aureus est trés souvent associée a d’autres
mécanismes de résistance qui entrainent 1’inactivation d’autres familles antibiotiques.

En effet, les souches de S. aureus résistantes a la méthicilline par modification de leur
PLP sont souvent résistantes a I’amikacine et la tobramycine (moins de 10% demeurent
résistantes a la gentamicine), aux fluoroquinolones, aux macrolides, aux lincosamides et
kétolides, a la fosfomycine, parfois a la rifampicine.

En régle générale, les antibiotiques demeurant actifs sont les glycopeptides, 1’acide
fusidique, la rifampicine, les streptogramines et les oxazolidinones (Jehl, 2003) (Voir Tableau
VI).

Tableau VI. Différentes résistances aux antibiotiques et leurs mécanismes

Résistance aux antibiotiques Mécanisme

Résistance aux aminosides La résistanceaux aminosides est
essentiellementliée a I’acquisition d’enzymes
inactivant ces antibiotiques.

Résistance aux tétracyclines Le premier est li¢ a une insuffisance de
concentration intracellulaire de 1’antibiotique
due a une sortie excessive de I’antibiotique
(efflux) a travers la membrane
cytoplasmique, sous 1’action d’une protéine
membranaire TET. Ce mécanisme confere
une résistance a la tétracycline mais pas a la
minocycline.

Le deuxiéme est li¢ a une modification de la
cible ribosomale de ces antibiotiques. Dans
ce cas, il y a une résistance croisée a toutes
les tétracyclines.

Résistance aux macrolides, lincosamides, Modification de la cible ribosomale (sous-
streptogramines et kétolides unité 50S) :

Les souches résistantes produisent une
méthylase responsable d’une diméthylation
spécifique de I’adénine de I’ARNr 23S. Ceci
provoque un changement de conformation de
I’ARN, qui réduit I’affinité des MLS
(Macrolide LincosamideStreptogramine)
pour le ribosome. La méthylase inactive tous
les macrolides et les lincosamides. Cette
résistance est sous la dépendance de
différents déterminants génétiques.
Inactivation de I’antibiotique :

La streptogramine A acétyltransférase
confére la résistance au facteur A alors que
la streptogramine B hydrolase, codée par le
gene vgb inactive le facteur B.




Efflux actif de la molécule :

L’expression de cette résistance est sous la
dépendance du gene mrsA, qui code pour la
protéine MrsA, responsable de 1’élimination
accrue de I’érythromycine intrabactérienne.

Résistance au chloramphénicol

L’acquisition d’une chloramphénicol
acétyltransféraseplasmidique modifie le
chloramphénicol et provoque une résistance
a haut niveau.

Résistance au triméthoprime-
sulfaméthoxazole

Modification des enzymes cibles (DHFR et
THFR),
Hyperproduction de ces enzymes.

Résistance aux quinolones

Mauvaise affinité par modification de la
cible, ’ADN gyrase , Défaut de pénétration
de la paroi bactérienne, Efflux.

Résistance a la fosfomycine

mutations survenant a haute fréquence et
portant sans doute sur le transport de
I’antibiotique.

une inactivation de [’antibiotique par
conjugaison au glutathion.

Résistance a 1’acide fusidique

Les résistances sont dues a des mutations
portant sur le facteur d’élongation EF-6
survenant a haute fréquence, et impliquant
une utilisation de [’acide fusidique en
association avec un autre antibiotique.

Résistance a la rifampicine

Les mécanismes de résistance chez S.aureus
sont des mutations du géne codant pour
I’ARN plymérase.

Résistance aux glycopeptides

Quelques souches de S.aureus sont
intermédiaires a la vancomycine (souches
VISA) et ont une résistance croisée a la
teicoplanine. Ces souches VISA n’ont pas

les génotypes vand, vanB, vanC et le
mécanisme de résistance est encore inconnu.
En revanche, des souches de S.aureus
sensibles a la vancomycine et de sensibilité
diminuée a la teicoplanine ont une protéine
membranaire de 35000 daltons et présentent
une augmentation de 1’expression des PLP 2-
1 et PLP2-2 .

Résistance aux oxazolidinones

De facon exceptionnelle, des souches
résistantes aux oxazolidinones ont été
isolées, mais le mécanisme de résistance
demeure inconnu.

(Jehl, 2003)

I1.3. Génétique : aspect moléculaire des MRSA




Le géne mecA est essentiel pour I’expression de la résistance de haut niveau a la
méticilline. Il ne se retrouve donc pas dans le S. aureus sensible a la méticilline ou S. aureus
présentant une résistance limite ou de bas niveau a la méticilline (Jorgensen, 1991). Cette
résistance a la méticilline entraine également une résistance a toutes les autres pénicillines,
aux pénicillines additionnées d’un inhibiteur des bétalactamases (acide clavulanique) et aux
céphalosporines.

De plus, il a été observé une résistance fréquente a plusieurs autres antibiotiques
(multirésistance), comme 1’érythromycine, les tétracyclines, la clindamycine, les
aminoglycosides, le chloramphénicol, la rifampicine et les sulfamidés, résistance limitant
souvent I’arsenal thérapeutique a un seul antibiotique pour cibler le SARM, soit la
vancomycine (Hackbanth et a/, 1989 ; Martin etal., 1992). Mais malheureusement, la
résistance a la vancomycine est devenue une nouvelle source de problémes potentiels.

En effet, mecApermet la production de la PBP2a (penicillinbindingprotein 2a), une
transpeptidase qui catalyse la formation de ponts dans le peptidoplycane de la paroi
bactérienne. L’expression de la PBP2a rend les MRSA résistants aux bétalactamines car ils ne
peuvent pas inhiber 1’action de la PBP a cause de leur faible affinité pour la PBP2a.

Les principales cassettes SCCmec des SARM hospitaliers (SCCmec I, II et III), sont
nettement plus longues que celles des SARM-co (principalement SCCmec IV et V). 1l s’agit
d’un fragment d’ADN de 212 67 kb qui s’intégre dans le chromosome du staphylocoque a un
site unique (attBscc). SCCmecest un ¢élément génétique original. Pour son intégration
chromosomique, SCCmecporte deux geénes spécifiques ccrdetccrB(cassette chromosome
recombinase A et B).

II existe quatre classes de complexe mec (A a D), et on ne retrouve que les classes A et
B chez S.aureus. Les SCCmec II et III portent, en plus des genes de résistance aux
bétalactamines (mec), des geénes de résistance a d’autres antibiotiques portés par des
plasmides intégrés (pUB110, pI258 et pT181) et un transposon (Tn554). On y retrouve des
genes codant la résistance a certains aminosides, aux cyclines et aux macrolides, avec une
résistance inductible au lincosamide et aux streptogramines (Hackbanthetal., 1989 ; Martin et

al., 1992).

III. PORTAGE NASAL DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS



Le S. aureus colonise la peau et les muqueuses des étres vivants et de nombreuses
especes animales. Les fosses nasales représentent le principal site de portage (William, 1963).

Les infections a Staphylococcus aureus sont au premier rang des infections
nosocomiales. Le portage joue un role important dans la survenue des infections (Lecomte et
al., 2001 ; Archer et climo, 2001) et constitue en soi un facteur de risque ¢levé de bactériémie
a SARM (Von Eiffet al., 2001).

Le dépistage du portage nasal du staphylocoque doré chez les patients devant subir une
opération, suivi du traitement pour éliminer cette bactérie, diminuent le risque d'infection,
notamment au niveau du site opératoire.Sanford et al. (1994) ont montré que la demi-vie de ce
portage était d’environ 40 mois. Plus récemment, McKinnon et al. (2000) ont montré que les
patients atteints de lésions cutanées chroniques (escarres, eczéma, psoriasis) et les patients
porteurs d’une sonde urinaire ou d’une sonde d’alimentation entérale présentaient des risques
majeurs de portage prolongé de SARM. Ces patients seraient également moins sensibles a
I'éradication du portage par la mupirocine.

Ces patients colonisés constituent un réservoir de SARM tres important, ceci d’autant
plus que la quantité de bactéries dont ils sont porteurs est grande (Vandeneschet al., 2003).

Le personnel hospitalier peut également €tre colonisé par les SARM et héberger ces
microorganismes durant plusieurs mois : colonisation, en général, nasal et intestinale
(CCHST, 2005).

En France, plusieurs études ont permis d’objectiver des taux de portage variables dans
différentes situations :

= 6,3 % parmi les personnels hospitaliers (Eveillardet al., 2004);

= 6,9 % a’admission de patients en unité de soins intensifs (Lucetet al., 2003);

= 8,4 % chez des patients présentant une fracture du col du fémur (Merreret al., 2004);

= et jusqu’a 11,8 % chez des patients cirrhotiques a 1’admission en service d’hépato-

gastroentérologie (Dupeyronet al., 2003).

Les facteurs de risque de portage du S. aureus sont 1’ethnie (race blanche), le sexe
(masculin), le diabéte (insulinodépendant ou non), I’insuffisance hépatique sévere, la dialyse
(péritonéale ou hémodialyse), une séropositivité au HIV ou encore des antécédents de
dermatose. D’autres facteurs tels que les contacts rapprochés, notamment en milieu hospitalier
mais aussi dans I’entourage familial ont ét¢ identifiés. Plusieurs études ont montré que le
principal facteur de risque de portage de SARM en milieu communautaire ou lors de
I'admission a 1'hopital était I'existence d'une hospitalisation dans I'année précédente (Layton et

al.,1995 ;Warshawskyet al., 2000 ; Eveillardet al., 2001).



En France et aux Etats-Unis de nombreuses recommandations ont été publiées (Lucet,
2002 ; Mutoet al., 2003) afin de prévenir la transmission nosocomiale des SARM. Le
prélévement recommandé pour le dépistage des SARM est le prélevement nasal (Mutoet al.,
2003) car les fosses nasales antérieures sont un des sites de portage préférentiel de cette
bactérie et la fréquence du portage cutané¢ dépend du portage nasal (Kluytmanset al., 1997).

Ce dépistage au laboratoire est fondé sur la mise en évidence de la résistance a la
méthicilline du staphylocoque doré. La résistance a la méthicilline chez les staphylocoques est

principalement due a la présence du gene mecA (Iramatsuet al.,2002).
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I. MATERIEL ET METHODES

I.1. Protocole
1.1.1. Lieu de I’étude



Notre étude a eu lieu au niveau de 1’unité de microbiologie du laboratoire central du
CHU de Blida-unité Frantz Fanon, entre février et avril 2015.
1.1.2Population étudiée

L’¢tude porte sur D’ensemble des  Staphylococcus aureusméticillino résistant
collectées durant la période de 1’étude, isolées a partir de 663 préleévements nasaux effectués
chez des sujets admis en hospitalisation et des patients hospitalisés (moins de 48H00) aux
différents services du CHU de Blida (ORL,SCI , neurochirurgie, cardiologie, pédiatrie et
traumatologie)

Les critéres d’inclusion retenus pour la sélection des patients sont :
- Tous les patients hospitalisés (programmés pour une intervention chirurgicale, opérés aux
urgences ........ )
- Quel que soit I’age et le sexe
- Quel que soit le lieu d’origine et de résidence
- Quel que soit ’antécédent
- Quel que soit le motif d’administration
Quant aux patients non retenus :
- Les patients hospitalisés le vendredi et les jours fériés,

- Les patients hospitalisées plus de 48 heures.
1.1.3. Fiche de renseignements (Voir Annexe 4)

Pour chaque patient ayant fait 1’objet d’un prélévement, un questionnaire qui inclura
les données suivantes est établi :

- Identification du patient : nom, prénom, I’age, le sexe.

- Date et heure d’hospitalisation.

- Motif d’hospitalisation.

- Signes clinique et suivi : données anamnestiques, antécédents, hospitalisations antérieures.
- Date de I’intervention.

- Antibiothérapie en cours (dose, durée).

- Type d’intervention.

- La durée d’hospitalisation.



1.2. Matériel
1.2.1. Matériel non biologique
Il est représenté par:
e Appareillage :(Voir Annexe 1 et 2).
1.2.2. Matériel biologique
Représenté par les prélévements ayant fait ’objet de I’étude et des souches de références
(ATCC).
Ces souches sont utilisées pour valider les différents tests effectués. Elles sont fournies par
I’Institut Pasteur d’ Algérie et sont mentionnées dans le tableau suivant :

Tableau VII. souches de référence utilisées au laboratoire

Souches Référence

Staphylococcus aureus MRSA - ATCC 25923

Staphylococcus aureus MRSA + ATCC 43300
I. 3. Méthodes

1.3.1. Préléevement

Humidifier un écouvillon en coton stérile avec du BHIB avant d’effectuer le
prélévement. Le prélevement est effectué en enfoncant 1’écouvillon d’un a deux centimétres
dans la narine et en vrillant I’écouvillon dans la narine au moins trois fois et en le laissant en
place pendant 10 a 15 secondes, le méme écouvillon est utilisé pour les deux narines.

Le prélévement sera ensemence apres 24h d’incubation a 37°C (figure 2).
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Figure 1 : Mode de préléevement (Originale)

Une fois que le prélévement nasal est réalisé, il est transféré au laboratoire. Une recherche de

SARM est effectuée selon le protocole expérimental résumé dans la figure 3.
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1.3.2.1. Les milieux d’ensemencement utilisés et condition d’incubation
Dans tous les cas sont ensemencés des milieux de culture permettant la croissance de
staphylocoques
- Milieu Chapman (hyper salée) sélectif pour les staphylocoques incubés sous une
atmosphere ordinaire.
- Gélose nutritive incubée sous une atmosphere ordinaire.
1.3.2.2. Lecture et interprétation
Les milieux ensemencés sont observés apres 18 a 48h d’incubation a 35 -37°C.
1.3.2.3. Lecture
Apres 24 heures d’incubation.
- S’il y a présence de culture, on effectue une identification.
-En cas d’absence de culture sur les deux milieux, on prolonge I’incubation de Chapman

jusqu'a 48 heures.

1.3.3. Identification de Staphylococcus aureus
1.3.3.1. Coloration de Gram
La coloration de Gram permet de distinguer les bactéries a Gram négatif des bactéries
a Gram positif.
Pour la réaliser, nous avons suivi les étapes suivantes :
— Prélever le sommet d’une colonie isolée, a 1’aide d’une pipette Pasteur ;
— Déposer une goutte d’eau physiologique stérile a 0,9% sur lame puis réaliser un étalement
bactérien séché et fixé a la chaleur ;
— Recouvrir la lame avec le violet de Gentiane et laisser agir 1 minute ;
— Rinceral’eau;
— Recouvrir la lame par une solution iodo-iodurée (Lugol) et laisser agir 1 minute ;
— Rinceral’eau;
— Décolorer a I’alcool (laisser agir de 10 a 15 secondes) et rincer a I’eau ;
— Recouvrir la lame avec de la Fuchsine, laisser agir pendant 1 minute ;
— Rincer a I’eau puis la sécher.
La lecture se fait sous microscope optique a I’'immersion Gr 10x100.

Aspect morphologique : cocci en amas et en diplocoques, en tétrades.

Coloration : Couleur rose — Gram négatif (ne pas prendre en considération).

Couleur violet — Gram positif — passer a I’identification biochimique.



1.3.3.2. Identification biochimique

+ Test de catalase

Cette enzyme empéche 1’accumulation d’eau oxygénée, dont 1’action serait 1étale pour la
cellule bactérienne. Par conséquent, certaines bactéries possédent une enzyme permettant la

décomposition de cette eau oxygénée en eau et en oxygene gazeux, catalysant la réaction :

Catalase }
2 H202 » 2 H20+ 02

Sur une lame stérile, déposer une goutte d’eau oxygénée a laquelle on ajoute une colonie
isolée prélevée a partir de gélose nutritive.
Lecture :

Catalase négative : absence de bulle d’air.

Catalase positive : dégagement d’oxygene sous forme de gaz

+ Recherche de la coagulase
La coagulase ou staphylocoagulase est une enzyme capable de faire coaguler le plasma est
considérée comme un critere d’identification de S.aureus.
Le principe de ce test est simple. On met en contact du plasma humain, incapable de coaguler
seul, avec un peu de bouillon cceur-cervelle ou a été cultivé le germe étudié. Si le fibrinogene,
soluble dans le plasma, se transforme en fibrine solide, un caillot se formera au fond du tube.
Les €tapes sont :
e Dans un tube sec, mettre 0,5ml de plasma humain a I’aide d’une micropipette ;
e Ajouter 0,5ml de suspension trés riche de bouillon cceur-cervelle préparée au
préalable ;
e Fermer le tube puis incuber pendant 4 — 24 heures a 37°C (attention a la production
possible de fibrinolysine).
Lecture :
Si le plasma coagule au moins au bout de 24 heures, le germe posséde une coagulase.
» Si le plasma est coagulé (pas d’écoulement) le fibrinogéne a été transformé en

fibrine : S.aureus. Selon la réaction suivante :



Coagulase

Fibrinogeéne soluble + H20 » fibrine insoluble + peptide.

» Si le plasma n’est pas coagulé, espéce autre que S.aureus

1.3.3.3. Agglutination parPASTOREX® STAPH-PLUS

Des réactifs d’agglutination ont été développés permettant une détection plus rapide et

plus fiable de S.aureus. Pour cela, on utilise un test rapide d’agglutination sur lame de type

PASTOREX® STAPH-PLUS.

Le principe du test est le suivant :

Le réactif PASTOREX® STAPH-PLUS permet la recherche simultanée grace a des

anticorps spécifiques adsorbés dans du latex :

— du facteur d’affinité¢ au fibrinogeéne, également appelé coagulase liée ou «
Clumping factor » ;

— de la protéine A qui possede une affinité pour le «fragment cristallisable »
(Fc) des immunoglobulines gamma (IgG) ;

— des polysaccharides capsulaires de Staphylococcus aureus.

Les étapes sont :

Bien homogénéiser le réactif latex. Mélanger a 1’aide d’un vortex si nécessaire.
Déposer une goutte de réactif latex test dans un des cercles de la carte d’agglutination.
Déposer une goutte de réactif latex témoin négatif sur un autre cercle.

Prélever 1 a 3 colonies de cocci Gram-positif catalase+ avec une dse ou un batonnet
en plastique, puis les émulsionner avec une goutte de latex pendant 10 secondes.
Procéder de la méme fagon pour le réactif latex témoin négatif.

Homogénéiser en effectuant un mouvement rotatif de la carte. La lecture doit se faire
pendant les 30 secondes qui suivent le début des mouvements rotatifs de la carte.

Effectuer la lecture puis jeter la carte dans un récipient désinfectant. Ne pas réutiliser.

Lecture :



- Réaction positive : une réaction est positive lorsqu’il y a formation d’agrégats uniquement
avec le latex test, visible a I’ceil nu sous un éclairage normal, en moins de 30 secondes. Les
agrégats de particule de latex peuvent étre de taille plus ou moins importante, avec un fond
rose plus ou moins laiteux. L’apparition d’une réaction lente et faible peut traduire une
réaction non spécifique.

- Réaction négative : dans le cas d’une réaction négative, la suspension ne présentera pas
d’agrégats et gardera son aspect laiteux.

- Résultats non interprétables : 1’identification d’un résultat non interprétable est donnée
dans le cas d’une agglutination du réactif contréle négatif. Dans ce cas, rechercher la présence

de la coagulase libre.

1.3.4. Recherche de la résistance des staphylococcus aureus a I’oxacilline
Différentes techniques peuvent étre utilisées pour la recherche de la résistance a
I’oxacilline et sont résumés dans le tableau suivant :

Tableau VIII. Techniques utilisées pour la recherche de la résistance a I’oxacilline.

Technique Inoculum | Milieu T® Durée
d’incubation | d’incubation
Céfoxitine Diffusion du | 0.5 MFO Muller
30pg disque en milieu Hinton 33-35°C 16-18 h
Oxacilline gélosé
Ipg
Screening Dilution en milieu | 0.5 MF Muller
test Oxa gélosé 6 mg/ml Hinton + 4 | 33-35°C 24 h
% NaCl
CMI Oxa Dilution en milieu | 0.5  MF | Muller
gélosé ou Muller | dilué a | Hinton + 2 | 35°C 24 h
Hinton liquide ou | 1/10 %NaCl
E-Test
PLP2a Selon les
recommandations | _ _ _
du fabricant




1.3.4.1. Antibiogramme par diffusion des disquesde céfoxitine et d’oxacilline
Pour le S. aureus, le disque de céfoxitine est comparable a celui de 1’oxacilline pour

détecter la résistance a 1’oxacilline par production de PLP2a (gene MecA) ; cependant le
disque de céfoxitine est plus facile a lire et donc ¢’est la méthode préférée.
En pratique, pour une meilleure détection de la résistance, les disques d’oxacilline (1 pg) et de
céfoxitine (30 pg) doivent étre testés simultanément au niveau de 1’antibiogramme standard
de S.aureus.
Le principe est le suivant:
C’est un examen qui permet d’évaluer la sensibilit¢ de la bactérie étudiée vis-a-vis des
antibiotiques auxquels elle est mise en contact.
Il consiste a placer la culture bactérienne, objet du test, en présence des antibiotiques qu’en
veut étudier et a observer le développement et la survie de celle-ci.
L’effet exercé par I’antibiotique sur la culture se traduit par une zone d’inhibition dont la
mesure du diametre permet de trancher entre la sensibilité et la résistance de la souche.
L’antibiogramme se fait sur milieu Muller Hinton permettant la diffusion homogene des
antibiotiques.
Les étapes de réalisation :

e Préparation de I’inoculum :
A partir d’une culture pure de 18 a 24 h, racler a ’aide d’une anse de platine quelques
colonies isolées et parfaitement identiques et la décharger dans I’eau physiologique stérile a
0,9%.
Homogénéiser la suspension bactérienne dont I’opacité doit €tre équivalente a 0.5 MF.

e [’ensemencement :
Tremper 1’¢couvillon stérile dans I’inoculum (la suspension bactérienne 0,5 MF).
L’essorer en le pressant fortement (en le tournant sur la paroi interne du tube afin de le
décharger au maximum).
Frotter I’écouvillon sur la gélose sur trois plans en dessinant des stries serrées et tout en
tournant la boite de 60° a chaque fois et en pivotant I’écouvillon sur lui-méme.
Finir I’ensemencement en passant I’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

e Application des disques :
Les disques d’antibiotiques sont déposés et pressés a I’aide d’une pince stérile et ne doivent
en aucun cas étre déplacé apres application.

e Conditions d’incubation :



Incubation pendant 24h a 35°C.
Lecture :
La lecture des diameétres d’inhibition se fait a I’aide d’un pied a coulisse et ’interprétation se

fait selon la Standardisation de I’antibiogramme a 1’échelle nationale en médecine humaine et

vétérinaire(Rahalet al., 2011) (Tableau IX).

Tableau IX. Recherche de la résistance des staphylococcus sppa Doxacilline et

interprétation des tests (méthode de diffusion des disques)

Antibiotique Oxacilline (1 pg) Céfoxitine (30ug) Interprétation
S. aureus >13 mm > 22 mm Souche OXA S
<12 mm < 21 mm Souche OXA R

(Rahalet al., 2011)

Pour chaque souche bactérienne testée, un controle qualité est réalis¢ dans les mémes

conditions de test (Staphylococcus aureus MRSA - ATCC 25923).

1.3.4.2. Screening test a I’oxacilline

Pour tout antibiogramme de S.aureus, 1I’oxacilline doit étre testée de facon particulicre
pour majorer I’expression de la résistance ; par la technique de screening test.
Nous avons suivi la technique suivante :
Milieux :
- Gélose Mueller-Hinton hypersalée (enrichie a 4% de NaCl) additionnée de 6pg/ml
d’oxacilline.
- La préparation de la solution d’oxacilline se fait de la maniére suivante :
- Diluer 6pg d’oxacilline (poudre injectable d’un flacon de 1g) dans 10 ml d’eau
physiologique stérile a 0,9%, puis faire une dilution au dixiéme ;
- Répartir la solution obtenue a raison de 2ml dans les boites de Pétri de 90mm a 1’aide d’une
micropipette puis ajouter la gélose Mueller-Hinton additionnée de 4% de NaCl ;
M¢élanger en faisant des mouvements rotatoires.
Inoculum :
- A partir d’une culture pure de 18 a 24 heures sur milieu d’isolement (gélose nutritive ou
milieu Chapman), racler a ’aide d’une pipette Pasteur quelques colonies bien isolées et
parfaitement identiques ;

- Décharger la pipette Pasteur dans 10ml d’eau physiologique stérile 0,9% ;



- Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a 0,5McF a
une D.O de 0,08 2 0,10 lue a 625nm ;

- L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit de la culture s’il est trop faible, soit de I’eau
physiologique stérile a 0,9% s’il est trop fort ;

- L’ensemencement doit se faire dans les 15 minutes qui suivent la préparation de I’inoculum.
Ensemencement :

- L’ensemencement se fait par spot, en appliquant verticalement sur la gélose I’extrémité d’un
¢couvillon trempé dans la suspension bactérienne ;

- On y ajoute aussi en parallele deux souches contrdles :

L’une sensible a I’oxacilline : S.aureus ATCC 25923.

L’autre résistante a I’oxacilline : S.aureus ATCC 43300.

- La croissance d’une souche témoigne de sa résistance a la méthicilline.

Incubation :

A incuber pendant 24 heures & 37°C.

Lecture :

La lecture de culture de plus d’une colonie de la souche test suffit pour indiquer une

résistance a 1’oxacilline, impliquant une résistance a toutes les - Lactamines.

1.3.4.3. Recherche de la PLP 2a par le Slidex MRSA (bioMérieux)

La recherche de la PLP 2a (protéine induite) est réalisée a partir de colonies prélevées
sur la bordure de la zone d'inhibition d'un disque de céfoxitine, aprés 24 heures d'incubation.
Comme pour toute réaction antigéne—anticorps, les réactifs du kit doivent étre ramenés a
température ambiante avant d'étre utilisés. Aprés extraction de la protéine (selon les
recommandations du fabricant), le principe consiste en un test rapide d'agglutination sur lame,
qui utilise des particules de latex sensibilisées par un anticorps monoclonal dirigé contre la
PLP 2a. Ces particules vont réagir avec la PLP 2a extraite, éventuellement présente.

Une réaction est considérée comme positive si l'agglutination est nette avec un
éclaircissement du milieu réactionnel. L'agglutination apparait en trois a cinq minutes et elle
est améliorée en déposant la carte de réaction sur une plaque chauffante pendant une durée
maximale d'une minute. L'agglutination des souches de résistance homogéne est rapide, celle
des souches trés hétérogénes est plus fine et apparait plus lentement (Comité de

I’antibiogramme de la Société francgaise de microbiologie. Communiqué, 2006) (Figure 11).



Figure 3 : Recherche de la PLP 2a par le Slidex MRSA (bioMérieux) (Originale)

Interprétation des tests de recherche de la résistance a I’oxacilline :

L’interprétation des tests de recherche de la résistance a 1’oxacilline sont résumés dans le

tableau ci-dessous :

Tableau X. Interprétation des tests de recherche de la résistance a I’oxacilline

S.aureus

S.lugdunensis

SCN

Souches

témoins

Céfoxitine
30 pg

Oxacilline

1 pg

<21 mm

< 12mm

Résistant

<2Imm

Résistant

<24 mm

Résistant

ATCC
S.aureus

25923 sensible

Screening

test Oxa

> 1 colonie = résistant

> ]1colonie= résistant

> 1 colonie

=résistant

ATCC
S.aureus
29213sensible
ATCC
S.aureus

43300 résistant

CMI Oxa

<2et>4

<0.25

et

ATCC
S.aureus
29213 sensible
1-4pg/ml
ATCC
S.aureus
43300 résistant

> 4pg/ml




PLP2a Agglutination : PLP2a | Agglutination
+) PLP2a: (+)
Absence Absence B B
d’agglutination : d’agglutination :
PLP2a (-) PLP2a (-)

(Rahalet al, 2011)

1.3.5. Détermination des CMI a la vancomycine

Deux techniques peuvent étre utilisées :

1.3.5.1. Méthodes de dilution en milieu solide

Elles consistent a mettre un inoculum bactérien standardisé au contact de concentrations
croissantes d'antibiotiques.

La technique est la suivante :

Méthode par dilution successive en milieu solide (milieu gélosé), une série de boites de Pétri
est préparée avec des concentrations d'antibiotique variant selon une progression géométrique
de base de 2 (de 0,125 jusqu'a 8 mg/1).

La surface de la gélose est ensemencée avec un inoculum des souches a étudier, 20 microlitre
de suspension de 0,5 Mc Faraland par spot.

- On y ajoute aussi en parallele deux souches contrdles :

L’une sensible a la vancomycine : S.aureus ATCC 25923.

L’autre résistante a la vancomycine :Enterococcusfaecalis CMI vancomycine 256 pg/ml
Incuber pendant 24 heures a 37°C.

Lecture

La CMI correspond a la plus faible concentration d'antibiotique qui inhibe toute croissance

visible (ne pas prendre en considération 2 colonies ou un léger film).



Figure 4 : Détermination de la CMI a la vancomycine par dilution en milieu solide
(Originale)

1.3.5.2. E- TEST

L’E-test est une méthode précise, rapide et simple a réaliser. Il combine les concepts de

dilution et de diffusion.

Les étapes que nous avons suivies sont:

La détermination des CMI de toutes les souches étudiées est réalisée sur milieux MH,

ensemencées par ¢écouvillonnage selon les recommandations du CLSI (Clinical and

Laboratory Standard Institute).

Un écouvillon stérile est plongé dans un inoculum de 0,5 Mc Farland et aprés un bref essorage

sur les parois du tube, les géloses sont ensemencées en frottant 1'écouvillon sur la surface pour

former des stries serrées et en tournant la boite trois fois de 60°.

Incubation a 35 -37° C pendant 24 heures.

Lecture :

La valeur de la CMI correspond a I’intersection entre I’ellipse de non culture et la bandelette.
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Figure 5 : E-test a la vancomycine (originale)
Interprétation :
L’interprétation des tests de la détermination des CMI a la vancomycine sont résumés dans

le tableau ci-dessous :

Tableau XI. Interprétation des résultats de Détermination des CMI a la vancomycine

Concentrations critiques (pug/ml) Souches témoins
Antibiotiques Sensible | Intermidiaire | Résistant
S.aureus S.aureus ATCC 25923
Vancomycine <2 4-8 > 16 (sensible)
E.faecalis ATCC
51299 (résistante)
(Rahal et al., 2011)

I.4. Analyse statistique

Pour cette étude, nous avons utilisé le test Chi 2. Le principe est en annexe 3.
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II. RESULTATS ET DISCUSSION

I1.1. Résultats

I1.1.1. Identification de Staphylococcus aureus

Les figures correspondent aux résultats de 1’identification de S. aureus et sont présentés
dans le tableau ci-dessous.

Tableau XII. Résultats de ’identification des isolats

Méthodes Résultats

Coloration Gram

Cocci 1solés en amas colorés en violet
(bactérie Gram positif).

Test de catalase

Apparition de bulles d’air.

Test de coagulase

Formation de caillot

Agglutination parPASTOREX® STAPH-
PLUS
Apparition d’agglutination (protéine A)




I1.1.2. Présentation des données

Notre ¢étude a porté sur un échantillon de 663 prélevements effectués chez des sujets
admis en hospitalisation et des patients hospitalisés de moins de 48h00répartis selon les
parametres suivants:

+ Paramétre Sexe

Sur les 663, 389 personnes sont de sexe masculin et 274 sont de sexe féminin (Tableau

XI10).

Tableau XIII. Répartition des patients selon le sexe

SEXE Effectifs %
Masculin 389 58,67
Féminin 274 41,33
Total 663 100

+ Paramétre Age
La variable age a été regroupé en trois grandes classes d’ages (Tableau XIV).

Tableau XIV. Répartition des patients selon I’age

CLASSE D’AGE Effectifs %
0al5ans 83 12,52
15 240 ans 165 24,89
40 a 60 232 34,99
60 ans et plus 183 27,60
Total 663 100

+ Paramétre Hospitalisation
La question posée a €té de savoir si nos patients avaient déja été hospitalisés ou non

(réponse Oui/Non). Nous avons eu 319 personnes déja hospitalisées (Tableau XV).



Tableau XV. Répartition des patients selon I’hospitalisation

HOSPITALISATION Effectifs %
Oui 319 48,11
Non 344 51,89
Total 663 100

4+ Paramétre Antécédent
La question posée a été de savoir si nos patients avaient déja un antécédent (cathéter
et autre matériel ou maladie) ou non. Nous avons eu 197 personnes qui ont déja un
antécédent (Tableau XVI).

Tableau XVI. Répartition des patients selon I’antécédent

ANTECEDENT Effectifs %

Maladie 13,42
89

Cathéter et autre matériel 108 16,29

Pas d’antécédent 446 67,27

Total 663 100

+ Paramétre Antibiothérapie
La question posée a été de savoir si nos patients avaient déja recu un antibiotique ou
non (réponse Oui/Non) Nous avons eu 42 personnes qui ont déja recu un antibiotique
(Tableau XVII).
Tableau XVII. Répartition des patients selon ’antibiothérapie

ANTIBIOTHERAPIE Effectifs %
Oui 42 6,33
Non 621 93,67
Total 663 100




+ Parameétre Service

La variable service a été regroupé en six classes (Tableau X VIII).

Tableau XVIII. Répartition des patients selon les services

SERVICES Effectifs %
Traumatologie 222 33,48
Cardiologie 278 41,93
Neurochirurgie 41 6,18
ORL 72 10,86
Pédiatrie 33 4,98
SCI 17 2,56
Total 663 100,00

I1.1.3. Prévalence du portage nasal de S. aureus

Parmi les 663 patients étudiés, 143 sont porteurs positifs deS.aureus (soit 21,57% de la
population étudiée) (Tableau XIX).

Tableau XIX.Distribution des patients en fonction du portage nasal du S.aureus

Prévalence S.aureus Effectifs %
Absence 520 78,43
Présence 143 21,57
Total 663 100,00

+ Prévalence du portage nasal du S.aureusen fonction du sexe :
Sur les 143 souches de S.aureus, 86 souches sont retrouvées chez des personnes de sexe
masculin et 57 souches sont retrouvées chez des personnes de sexe féminin. Avec une sex-

ratio de 1,51 (Tableau XX).

Tableau XX.Distribution des patients en fonction du portage nasal en fonction du sexe

Absence Présence Total
Masculin 303 (77,89%) 86 (22,11%) 389 (100%)
Féminin 217 (79,20%) 57 (20,80%) 274 (100%)
Total 520 (78,43%) 143 (21,57%) 663 (100%)




+ Prévalence du portage nasal du S.aureus en fonction de I’Age
Durant la période expérimentale, les cas positifs appartenaient a différentes tranches
d’age (Tableau XXI).

Les sujets dont I’age oscillait entre 40 a 60 ans, étaient les plus représentatifs avec 48 cas
présentant une culture positive pour Staphylococcus aureus, suivi par un effectif de 44 cas
pour les sujets agés de 60 ans et plus.

Tableau XXI.Distribution des patients en fonction du portage nasal en fonction de I’age

Age Absence Présence Total

0-15 56 (67,47%) 27 (32,53%) 83 (100%)
15-40 141 (85,45%) 24 (14,55%) 165 (100%)
40-60 184 (79,31%) 48 (20,69%) 232 (100%)
60 et plus 139 (75,96%) 44 (24,04%) 183 (100%)
Total 520 (78,43%) 143 (21,57%) 663 (100%)

# Prévalence du portage nasal du S.aureus en fonction d’hospitalisation antérieure
Le pourcentage du portage nasal en fonction de 1’hospitalisation est consigné dans le
tableau suivant :

Tableau XXII.Distribution des patients en fonction du portage nasal du S.aureus et en

fonction de fréquence d’hospitalisation antérieure

Absence Présence Total
Oui 241 (75,55%) 78 (24,45%) 319 (100%)
Non 279 (81,10%) 65 (18,90%) 344 (100%)
Total 520 (78,43%) 143 (21,57%) 663 (100%)

4+ Prévalence du portage nasal du S.aureus en fonction d’antécédent antérieur
Le pourcentage du portage nasal en fonction d’antécédent antérieurest consigné dans

le tableau suivant :



Tableau XXIII. Distribution des patients en fonction du portage nasal du S.aureus et en

fonction de fréquence d’antécédent antérieur

Antécédent Absence Présence Total
Maladie 48 (53,93%) 41 (46,07%) 89 (100%)
Cathéter et notion de | 55 (50,93%) 53 (49,07%) 108 (100%)
matérielle

Pas d’antécédent 397 (89,01%) 49 (10,99%) 446 (100%)
Total 520 (78,43%) 143 (21,57%) 663 (100%)

+ Prévalence du portage nasal de S.aureus en fonction d’antibiothérapie antérieure

La prévalence du portage nasal de S.aureus en fonction d’antibiothérapie antérieure est

résumée dans le tableau suivant :

Tableau XXIV. Distribution des patients en fonction du portage nasal du S.aureus et en

fonction de fréquence d’antibiothérapie antérieure

Antibiothérapie Absence Présence Total

Oui 27 (64,29%) 15 (35,71%) 42 (100%)
Non 493 (79,39%) 128 (20,61%) 621 (100%)
Total 520 (78,43%) 143 (21,57%) 663 (100%)

+ Prévalence du portage nasal du S.aureus en fonction du service d’admission

La répartition des patients en fonction des services est présentée dans le tableau

suivant :

Tableau XXYV. Distribution des patients en fonction du portage nasal du S.aureus et du

service d’admission

Service Absence Présence Total
Traumatologie 185 (82,22%) 40 (17,78%) 225 (100%)
Cardiologie 217 (78,06%) 61 (21,94%) 278 (100%)
Neurochirurgie 33 (80,49%) 8 (19,51%) 41 (100%)
ORL 54 (75,00%) 18 (25,00%) 72 (100%)
Pédiatrie 24 (72,73%) 9 (27,27%) 33 (100%)
SCI 10 (58,82%) 7 (41,18%) 17 (100%)
Total 520 (78,43%) 143 (21,57%) 663 (100%)




+ Analyse statistique

L’étude statistique (test de chi 2) a montré 1’absence de relation statistiquement
significative entre le sexe, services et le portage nasal de S.aureus. En revanche une relation
significative a ¢ét¢ démontrée en ce qui concerne 1’age, la prise antérieure d’antibiotique et

I’antécédent d’hospitalisation (p<0,05) (Tableau XXVI).

Tableau XXVI. Relation entre les facteurs de risques variables et le portage de S.aureus

en fonction de I’age, le sexe et les antécédents des patients et les services

d’hospitalisation.
Variable Test de P

chi2 (X2)
Sexe 0,16 0,6891 Non significatif
Age 11,48 0,0093 Significatif
Hospitalisation 3,02 0,0822 Non significatif
antérieure
Antécédent 10,94 0,0042 Significatif
Antibiothérapie 5,30 0,0213 Significatif
antérieure
Services 7,19 0,2068 Non significatif




I1.1.4. Prévalence des MRSA ou SARM
La recherche des SARM a permis de recenser 36 souches de S. aureus résistants a la

méticilline (Tableau XXVII).

Les figures correspondant aux résultats de la recherche des SARM sont présentées dans
le tableau ci-dessous.

Tableau XXVII. Résultats de la recherche des SARM

Méthodes Résultats

Test de ’antibiogramme
de Staphylococcus
aureus résistant a la
céfoxitine et I’oxacilline

Céfoxitine 30 pg
<21 mm

Oxacilline 1 pg

< 12mm

Résistant

Screening test a
I’oxacilline
> 1 colonie = résistant

Faurer ATCC 43300

Temmn +

& e ATOC 25023

Thucin -

Recherche de la PLP 2a
par le Slidex MRSA
(bioMérieux)
Agglutination : PLP2a
()

Absence d’agglutination :
PLP2a (-)

L’effectif de notre échantillon étant assez élevé, nous avons axé notre étude sur
I’existence éventuelle de liens entre la prévalence du portage nasal des MRSA dans notre
population de patients et les facteurs en amont tels que : le sexe du patient, la classe d’age, les

hospitalisations passées, les antécédents et I’antibiothérapie et enfin les services ou ils ont été

hospitalisés.



Autrement dit, est-ce que la probabilité de portage nasal de souche MRSA pour un
individu donné reste homogéne dans la population ou varie selon le sexe, la classe d’age, les
hospitalisations qu’aurait pu avoir le patient antérieurement a I’enquéte.

Sur les 663 patients, 36étaient porteurs de souches MRSA soit 5,43 % de 1’échantillon
total et 25,17% de I’échantillon déclaré positif pour le portage nasal de S. aureus(Tableau

XXVII).

Tableau XXVIII. Prévalence de MRSA (n=663)

Prévalence MRSA Effectifs %
Absence 627 94,57
Présence 36 5,43
Total 663 100,000

Tableau XIX.Prévalence des MRSA ou SARM dans la population deS. aureus (n=143)

Effectifs %
SARM 36 25,17
SASM 107 74,83
Total 143 100,00

4+ Prévalence en fonction du sexe

23 porteurs sont de sexe masculin soit 5,91%, et 13 porteurs de sexe féminin soit 4,74%

avec une sex-ratio de 1,77.

Nous constatons qu’il n’y pas de lien entre le sexe et la prévalence de portage nasal de

MRSA (Tableau XXX).




Masculin

366

5,91%

23

M Présence

H Absence

95,26%
261

M Présence

H Absence

Figure 6 : Répartition de la prévalence MRSA en fonction du sexe (n=663)

Dans la population (n= 143) dépistée positive pour S.aureus, nous avons noté que

26,74% étaient de sexe masculin et 22,81% étaient de sexe féminin (Tableau XXX).

Tableau XXX.Distribution des patients en fonction du sexe chez les patients positifs

(n=143)
Absence Présence
Masculin 63 (73,26%) 23 (26,74%)
Féminin 44 (77,19%) 13 (22,81%)
Total 107 (74,83%) 36 (25,17%)

% Prévalence en fonction de la classe d’age

Nous avons trouvé7 porteurs (8,43%)pour la classe d’age « 0-15 ans », 7 porteurs (4,24%)

pour la classe d’age « 15-40 ans » et 11 porteurs (4,74%) pour la classe d’age «40-60 ans » et

11 porteurs (6,01%) pour la classe d’age « 60ans et plus » (Figure 15).



Classe d'age 0-15 Classe d'age 15-40
8,43% 4,24%
7 7
M Présence M Présence
B Absence B Absence

Classe d'age 40-60

Classe d'age plus de

60ans
4,74%
11 6,01%
11

M Présence

M Présence
W Absence

W Absence

Figure 7 : Répartition de la prévalence MRSA en fonction de la classe d’age (n=663)

Le Tableau suivant montre la prévalence des SARM chez la population dépistée

positive pour le portage nasal de S.aureus.

Tableau XXXI : Répartition de la prévalence MRSA en fonction de la classe d’4age

(n=143)
Age Absence Présence
0-15 27 (79,41%) 7 (20,59%)
15-40 24 (77,42%) 7 (22,58%)
40-60 48 (81,36%) 11 (18,64%)
60 et plus 44 (80%) 11 (20%)
Total 107(74,83%) 36 (25,17%)




“+ Prévalence en fonction de I’hospitalisation

Nous avons 24 personnes (7,52%) hospitalisées antérieurement et qui sont porteuses
de MRSA contre seulement 12 patients (3,76 %) pour les personnes non hospitalisées

antérieurement (Figure 16).

Hospitalisation Pas d'hospitalisation

antérieur _présence antérieur

7,52%
24 3,76%

12

M Présence

B Absence

Absence
92,48%
295

Figure 8 : Répartition de la prévalence MRSA en fonction de I’hospitalisation (n=663)

Pour la population dépistée positive au portage nasal de S. aureus, 30,77% avaient une

hospitalisation antérieure (Tableau XXXII).

Tableau XXXII.Distribution des patients en fonction du portage nasal du SARM en

fonction de fréquence d’hospitalisation antérieure (n=143)

Absence Présence Total
Oui 54 (75,55%) 24 (30,77%) 78 (100%)
Non 53 (81,10%) 12 (18,46%) 65 (100%)
Total 107 (74,83%) 36 (25,17%) 143 (100%)

+ Prévalence en fonction de I’antécédent
Nous avons 4patients soit 8,33% de la population totale qui ont déja une maladie
(diabéte, tension, cholestérol...etc.) auparavant sont porteuses de MRSA et 9 personnes soit
4,49%des patients qui ont & un autre antécédent (cathéter, notion de matérielle) auparavant

sont porteuses de  MRSA (Figure 17).



Maladie Cathéter et notion de
matérielle
8,33%
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M Présence
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443

Figure 9 : Répartition de la prévalence MRSA en fonction de I’antécédent (n=663)

Le tableau suivant illustre la répartition des patients déclarés positifs au portage nasal

soit n=143.



Tableau XXXIII. Distribution des patients en fonction du portage nasal du SARM et en

fonction de fréquence d’antécédent antérieur

Antécédent Absence Présence Total
Maladie 37 (90,24%) 4 (9,76%) 41 (100%)
Cathéter et notion de | 44 (83,02%) 9 (16,98%) 53 (100%)
matériel

Pas d’antécédent 26 (53,06%) 23 (46,94%) 49 (100%)
Total 107 (74,83%) 36 (25,17%) 143 (100%)

+ Prévalence en fonction de I’antibiothérapie

Nous avons 4 patients soit 9,52% qui ont déja regu des antibiotiques auparavant et qui

sont porteuses MRSA contre 32 (5,15%) qui n’ont pas recu d’antibiotiques (Figure 18).

Antibiothérapie
antérieur

9,52%
4

M Présence

W Absence

Pas d'antibiothérapie
5,15%

32

M Présence

W Absence

Figure 10 : Répartition de la prévalence MRSA en fonction de I’antibiothérapie (n=663)

La prévalence du portage nasal de S.aureus en fonction d’antibiothérapie antérieure est

résumée dans le tableau suivant :




Tableau XXXIV. Distribution des patients en fonction du portage nasal du SARM et en

fonction de fréquence d’antibiothérapie antérieure soit n=143

Antibiothérapie Absence Présence
Oui 11 (73,33%) 4 (26,67%)
Non 96 (75%) 32 (25%)
Total 107 (74,83%) 36 (25,17%)

w== Prévalence en fonction des services :

Nous trouvons 8 porteurs de MRSA (3,55%) pour le service de traumatologie, 14
porteurs (5,03%) pour le service de cardiologie, 4 porteurs (9,76%) pour le service de
neurochirurgie, 5 porteurs (6,94%) pour le service d’ORL, 4 porteurs (12,12%) pour le service
de pédiatrie et enfin 1 porteur (5,88%) pour le service de SCI (Figure 19).

Prévalence de MRSA selon les services

14,00%
° 12,00%
% 10,00%
T 8,00%
o 6,00%
£ 4,00%
2,00%
0,00%

Traumatol | Cardiologi | Neurochir ORL Pédiatrie SCI

ogie e urgie
M Présence| 3,55% 5,03% 9,76% 6,94% 12,12% 5,88%

Figure 11 : Distribution de la prévalence de MRSA selon le service

== Analyse statistique
L’¢étude statistique (test de chi 2) a montré 1’absence de relation statistiquement
significative entre 1’age, le sexe,la prise antérieure d’antibiotique, les antécédents du malade,
les services et le portage nasal du SARM. En revanche une relation significative a été

démontrée en ce qui concerne 1’hospitalisation antérieur (p<0,05) (Tableau XXXV).



Tableau XXXYV. Relation entre les facteurs de risques variables et le portage de SARM

en fonction de I’dge, le sexe et les antécédents des patients et les services

d’hospitalisation.
Variable Test de P

chi2 (X2)
Sexe 0,43 0,5119 Non significatif
Age 3,57 0,3117 Non significatif
Hospitalisation 5,25 0,0219 Significatif
antérieure
Antécédent 2,15 0,3412 Non significatif
Antibiothérapie 1,46 0,2269 Non significatif
antérieure
Services 6,13 0,2937 Non significatif

Nous pouvons conclure que la prévalence du portage nasal des MRSA est

significativement ¢levée chez toute personne qui a été déja hospitalisée.

I1.1.5. Résistance associées au profil MRSA
Nous rapportons les résultats de 1’antibiogramme de 36 souches de SARM isolées par
¢couvillonnage nasal (Tableau XXXVI).
Tableau XXXVI. Distribution de 36 souches de SARM en fonction de la sensibilité aux

antibiotiques

Nom Famille Taux de | Taux de | Taux Taux de

d’ATB résistance sensibilité | d’intermédiaire | résistance
inductible

TET30 Tétracyclines 6/36 30/36 0/36 0/36

OFXs Fluoroquinolones | 21/36 15/36 0/36 0/36

KMN3g Aminosides 24/36 12/36 0/36 0/36

TECsp Glycopeptides 0/36 36/36 0/36 0/36

ERY s Macrolides 9/36 13/36 14/36 0/36

CD, Lincosamides 0/36 31/36 0/36 5/36

VAN Glycopeptides 0/36 35/36 1/36 0/36




Nous remarquons que les souches SARM isolées présentent une résistance tres
importante a 1’ofloxacine et la kanamycine et a un degré moins a I’érythromycine et a la
tétracycline.

Il est a noter que durant cette étude, nous avons retrouvé une souche rare intermédiaire

a la vancomycine.



—] —



I1.2. DISCUSSION

S. aureus est un des agents responsables d’infections nosocomiales, les conséquences
sont séveres du fait de leur résistance croissante aux antibiotiques. C’est essentiellement le
portage nasal de cette bactérie qui en est responsable. Les infections a staphylocoques sont
ubiquitaires et peuvent se présenter sous forme d'infections communautaires ou nosocomiales.

Une étude épidémiologique récente, sur plus de 10 000 patients dans 1417 unités de
réanimation en Europe, a montré que S. aureus était responsable de 30,1 % des infections, soit
60 % des SARM (Vincentet al.,1995). Au total, prés de la moitié des infections nosocomiales
sont lies a ce germe. L'épidémiologie des infections a staphylocoque évolue au cours de la
vie et passe quasi-obligatoirement par un portage essentiellement nasal antérieur. Le
personnel hospitalier médical et paramédical présente un taux de portage nasal plus important
que la population générale (Waldvogel, 1995).

Certains patients ont un risque plus ¢élevé de colonisation nasale a staphylocoque
comme les diabétiques insulinodépendants, les dialysés chroniques, les toxicomanes et
patients porteurs du VIH ou sida comme ’ont signalé dans leur étude Kluytmanset al., (1997)
et des patients agés en maison de retraite médicalisée (Terpenninget al., 1991 ; Bradley,
1997).

A notre connaissance trés peu d’é¢tude a 1’échelle nationale se sont intéressées au
dépistage du portage nasal du S. aureus. Dans cette étude, sur les 663 malades, 58,67 % sont
des hommes et 41,33 % des femmes. Les patients ont été admis dans six services avec une
répartition de 33,48% au niveau du service de traumatologie, 41,93% au service de
cardiologie, 6,18% au service de neurochirurgie, 10,86% au service d’ORL, 4,98% au service
de pédiatrie et 2,56% au service de SCI.

Les ¢études sur la prévalence du portage nasal deS. aureusont montré que cette espece
colonise la peau et les muqueuses des étres vivants de nombreuses espeéces animales
(Williams, 1963). Les fosses nasales représentent le principal site de portage. D’autres
réservoirs existent comme la peau, le périnée, les creux axillaires et le pharynx (Terpenning et
al, 1991). Dans une étude conduite aux Etats-Unis, on retrouve précisément 28,6% de portage
nasal a SASM et 1,5% a SARM (Gorwitzet al, 2008). Dans cette étude, la prévalence du
portage nasal de S. aureus est de 21,57 % chez les malades (Tableau XIX) a
vérifier.Wertheimer al.,(2005) rapportent ’importance du portage nasal de S. aureus en
indiquant la fréquence du portage au niveau des différentes parties du corps humain : nez (27

%), pharynx (10-20 %), cou (10 %), peau du thorax (15 %), peau de I’abdomen (15 %),



aisselle (8 %), avant-bras (20 %), main (27 %), périnée (22 %), vagin (5 %), cheville (10 %).
Dans d’autres littératures, on retrouve que 15 a 40 % de la population générale est colonisée
par cette bactérie au niveau nasal (Kluytmanset al, 1995). Dans une étude similaire réalisée
dans plusieurs pays du monde, ils ont pu obtenir un taux de portage nasal variable : France
(Paris) 18%, Mali (Bamako) 22%, Algérie (Tlemcen) 27%, Moldavie (Chisinau) 25%, et
Cambodge (Phnom Penh) 12%.

Le portage nasal de S. aureus en fonction du sexe n’a pas montré une relation
statistiquement significative (Tableau XX); selon Fleurette (1990), le portage est indépendant
du sexe, malgré que dans plusieurs recherches, il y avait une relation significative entre ce
parametre et le sexe. En effet, les hommes étaient plus fréquents que les femmes (Wertheimet

al, 2005).

L’age représente un facteur de risque de colonisation de S .aureus(Nouwenet al,
2004 ;Bishoffer al, 2004). Dans cette étude, la prévalence de la colonisation nasale par

S.aureuschez les enfants est de 32,53% et 7 souches de SARM soit 8,43 %.

Un travail mené au Brésil sur des enfants fréquentant des garderies montre un taux de
colonisation par des souches de SARM de 1,2 % (Lamaro-Cardosoet al, 2009). Hussain et
al.,(2001) ont montré, dans une ¢tude menée a Chicago portant sur le portage de SARM (a la
fois nasal et périnéal), que 122 enfants parmi 500 (24,4 %) étaient porteurs de S. aureus, trois
parmi ces souches (0,6 %) étaient des SARM. Une autre étude a rapporté un taux de
colonisation nasale par les SARM de 1,7 % parmi 300 enfants en bonne santé¢ (Cheng
Imerglucker al, 2004).Nakamuraet al/, dans une étude pareille, ont montré que parmi 500
sujets sains agés de deux semaines a 21 ans recrutés lors de visites systématiques d’entretien
de la santé, 29 % étaient des porteurs de S. aureus. Quatre patients (0,8 %) avaient des
SARM. La majorité de ces auteurs ont recruté leur population a ’admission a I’hopital lors
des premieres 24 heures ou parfois les premieres 48 heures, ou a 1’occasion de passages

systématiques en consultations pour vaccination ou controles.

Dans notre étude, 1’hospitalisation et les antécédents antérieurs (maladie, cathéter,
notion de matérielle) et I’antibiothérapie antérieure ont été des facteurs de risque de portage
du S .aureus. Plusieurs études ont retrouvés que ces facteurs restent les plus important dans le
portage de S .aureus en milieu communautaire ou lors de I’admission a I’hopital (Hussain et

al, 2001).



Sensibilité aux antibiotiques :

S .aureus a développé différents types de résistance aux anti-staphylococciques. Plus
de 80% des souches produisent de pénicillinase, I’oxacilline reste active contre ces souches,
mais des staphylocoques hospitaliers et plus récemment communautaire ont développé une
résistance croisée entre 1’oxacilline et les autres béta-lactamines par production d’une protéine
liant les pénicillines (PLP) de faible affinité. Cette derniére résistance est plus facilement
décelée par la Céfoxitine(Daurelet al, 2008).Selon notre étude, Cette dernicre est active sur
5,42% de nos souches, donc le taux de portage de SARM est de 5,42%, une fréquence qui
demeure normal par rapport a plusieurs pays, mais selon Toualbiaetal.,(2007) dans une étude
réalisée sur la population de Blida dans le méme hopital en 2007 la prévalence des SARM

était de 4,48% plus importante par rapport a la prévalence retrouvée dans cette étude.

La résistance a la kanamycine est de 66,67%, la tétracycline est de 16,67% et
I’ofloxacine est de 58,33%, la sensibilité aux macrolides, la résistance a 1’érythromycine est
de 25% et 38,89% des souches sont intermédiaire. Par contre, il y a une résistance inductible
des souches a la clindamycine, elle est estiméea 13,89 % et une sensibilité¢ des souches

isolées au cours de cette étude a la teicoplanine.

Dans cette étude, nous avons retrouvé une souche intermédiaire a la vancomycine ; Ce
dernier reste I’antibiothérapie la plus efficace pour traiter ce type d’infections. La situation est
inquiétante depuis que des souches de SARM de sensibilité intermédiaire a la vancomycine
ont été isolées au Japon, aux Etats Unis et en Europe (France, Angleterre, Espagne, France,
Grece)(Synthese du groupe de travail réuni a I’instigation de I’Institut de Veille Sanitaire,

2000).
Prévention

Certains auteurs ont pu suggérer que le probléme des SARM a I’état endémique ne
nécessitait pas de mesure de prévention particuliere (Teareet al, 1999) et d’autres considerent
que la maitrise de la diffusion des SARM peut poser plus de problémes qu’en résoudre. La
plupart des spécialistes reconnaissent qu’il est nécessaire de mettre en place une politique de

lutte contre la diffusion des SARM (Hidronet al, 2005).

Parmi les programmes de prévention : le dépistage des patients porteurs a 1’admission,
précautions contact (mesures barriéres) comme a été rapporté dans une étude réalisée dans un

service de réanimation aux Pays-Bas, la fréquence de la transmission a été estimée a 38 fois



supérieure a partir des porteurs non identifiés (Walkeret al, 2003),hygieéne des mains d’apres
le modele mathématique qui a montré qu’une augmentation de 12% de 1’observance de
I’hygiéne des mains pouvait compenser 1’influence sur la transmission des SARM de la
surcharge de travail due a une diminution des effectifs en personnel dans un service de
réanimation (Grundmannet al/, 2002),port de gants qui fait partie des précautions standards
recommandées pour la protection du personnel vis-a-vis du sang et des liquides biologiques,
port de masque en cas d'infection respiratoire avec sécrétions potentiellement contaminantes,
I’entretien de 1’environnement ,la nécessit¢ de I’isolement géographique (hospitalisation en

chambre individuelle) est discutée.

Harsteinet alont rapporté¢ une réduction de la transmission nosocomiale de SARM
avec une politique de prévention basée sur I’isolement en chambre individuelle et le port de
gants, sans mise en place d’une stratégie de dépistage a 1’admission (Heckeret al,
2003).Certaines ¢tudes ont mis en évidence une contamination fréquente des surfaces dans les
chambres des patients porteurs. Oie et al.,(2002) ont étudié la contamination des poignées de
portes de 196 chambres de patients (Oliveiraet al, 2002). Un SARM a été isolé sur 11,3% des
prélévements, avec une quantité variant de 103 a 106 bactéries par poignée. La contamination
des poignées de portes des chambres des patients porteurs était 2,5 fois plus importante que
celles des patients non porteurs. En revanche, leur présence sur les portes des patients non

porteurs souligne 1’étendue de leur dissémination dans 1’environnement hospitalier.



—] —



Conclusion

Dans notre ¢tude, on s’est intéress¢ aux souches SARM, isolées a partir de
prélévements nasaux, effectués sur des sujets volontaires externes, pris au hasard. Les
prélévements ont concerné les enfants et adultes de sexe féminin et masculin, n’ayant jamais
été infectés par les MRSA et venant consulter au CHU.

Sur les 663 prélevements effectués, 143 staphylocoques dorés ont été détectés soit
21,57%, Parmi ces S.aureus, on a isolé 36 MRSA ; on déduit une prévalence de 5,43% par

rapport a la population totale étudiée.

Les résultats de notre étude mettent I’accent sur le taux important de résistance a la
méticilline relevé chez les patients dépistés, ce qui peut augmenter ’incidence des infections
nosocomiales et aussi aggraver leurs pronostics vitaux. Le dépistage des porteurs de SARM
lors de I’admission des patients est considéré comme une mesure déterminante pour la
prévention de la transmission croisée. La plupart des études souligne que les programmes de
maitrise mis en place montrent une certaine efficacité en diminuant le niveau de la

transmission croisée et la survenue des infections.

Fréquence élevée, gravité potentielle, surcout important, les SARM présentent ainsi
toutes les caractéristiques menant & un probléme majeur de santé publique. Face a cette
problématique, la recherche d'amélioration (faisabilité, coiit, efficacité, acceptabilité) des
programmes de maitrise est particulierement importante. Parmi les moyens de prévention les
plus couramment utilisés : la maitrise de la prescription des antibiotiques, le dépistage des
patients porteurs a I’admission, la décolonisation des patients porteurs, les précautions contact

et I’1solement en chambre individuelle.

Afin de limiter la diffusion des SARM, il parait nécessaire de mettre en place une
politique d'information des prestataires de soins en ville (infirmieres, kinésithérapeutes et
médecins libéraux) lorsque I'un de leurs patients est porteur de SARM. Cette information n'est
pas systématiquement réalisée en milieu hospitalier lors des transferts intra- ou inter-
hospitaliers alors qu'elle est recommandée depuis longtemps (Hospital Infection Control
AdvisoryCommittee, 1996 ;Shlaeset al,1997 ; Comité technique national des infections
nosocomiales, 1999) . Elle sera donc probablement encore plus difficile de I'hopital a la ville.
De plus, les modalités de cette information devront étre précisées : contacts téléphoniques,

compte rendu d'hospitalisation... Une politique de formation des acteurs de soins en ville sur



la maitrise de la transmission des SARM et en particulier les méthodes de désinfection des

mains devra également étre réalisée.

Ainsi, nos résultats incitent-ils a proposer des mesures deprévention fondées
essentiellement sur une meilleure observancede I’hygiéne des mains, la stérilisation et la
désinfectioncorrecte du matériel, et une meilleure continuité des personnelsau service des
patients.

La recommandation d'une large utilisation des solutions hydro-alcooliques qui ont fait
la preuve de leur efficacité et permettent une amélioration de l'observance de la désinfection
des mainsdevrait permettre de simplifier le respect des mesures barriere. En revanche, les
transmissions par contact familiaux (peu souvent décrites) seront probablement plus difficiles
a limiter.Il n’existe pas a I’heure actuelle de recommandations spécifiquesquant a la prise en
charge des patients porteurs de bactériesrésistantes aux antibiotiques dans nos établissements

sanitaires.

Pour connaitre la dispersion des clones MRSA dans la population générale, une
caractérisation moléculaire (pvl, mecA, agr, cassettes .....) est indispensable. Elle n’a pas ¢été

réalisée dans cette étude faute de moyens.
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ANNEXES

Annexe 1. Matériel non biologique

Appareillage

Incubateur a 37°C (étuve)

Séchoir

Bain-marie

Bec Bunsen

Réfrigérateur a 4°C

Microscope photonique

Applicateur de disques d’antibiotiques

Pied a coulisse

Balance de précision

Densitométre

Centrifugeuse




Incubateur a 37°C (étuve) (originale) Bain-marie (originale)



Microscope photonique(originale) Balance de précision (originale)



Séchoir (originale) Centrifugeuse (originale)



Densitometre (originale)Applicateur de disques d’antibiotiques (originale)

Verrerie et autres

Tubes secs

Pipette Pasteur

Boites de Pétri rondes (90mm)

Portoirs pour tubes a essai et secs

Bouchons pour tubes secs

Lames




Tube stérile

Ecouvillons

Micropipettes (1000ul)

Poire d’aspiration

Embouts

Marqueur permanent

La gaze, papier absorbant

Gants, seringue (5ml)

Bocal pour pipette Pasteur

Solutions stériles, réactifs et autres

Violet de gentiane 1%

Lugol 10%

Fuchsine de Ziehl 1%

Alcool a 95%




Eau physiologique stérile

Le test d’agglutination des particules de latex (Slidex-MRSA detection).

PASTOREX"” STAPH-PLUS

Huile a immersion

Plasma humain

Eau oxygénée (H202)

Bouillon BrainHeart Infusion (BHIB)

Violet de gentiane 1%, Lugol 10% et Fuchsine de Ziehl 1%Plasma humain (originale)
(originale)

Annexe 2. Tableau des principaux milieux utilisé (Rahal et al., 2011)

Milieu Composition Utilisation
F ' En grammes par litre d'eau Milieu de base non sélectif
'h.,g distillée : pour I’isolement des
11 Extrait de levure......... 2 bactéries
Extrait de viande........ 1
Peptone.................. 5
Gélos | NaCl.....ccoovieeee. 5
Agar........coeeeveeeeennl 15

pH final = 7,4




Gélose Chapman

En grammes par litre d'eau
distillée :

Peptone.......cccceevevveennns 11
Extrait de viande............ 1
NaCl....ooveeieeeiieeee 75
Mannitol...........c.ccuuee.e. 10
Rouge de phénol........ 0,025
Agar......ccoovcieviieenn, 15
pH=17,5

Milieu sélectif pour
I’isolement des
Staphylococcus

Milieu

En grammes par litre d'eau
distillée :
Infusion de viande de

beeuf....300 mL

Peptone de

Cas€ing...........oouen. 17,5

Amidon de mais........... 1,5

AGar.. .o
pH final = 7,4

Milieu de base non sélectif
pour la culture des bactéries
(antibiogramme)

Annexe 3. Analyse statistique

Les taux de S.aureuset SARM ont été comparés par le test de y de tendance.

Le test de %, de comparaison de plusieurs répartitions observées

Pour ¢éprouver I’indépendance de deux variables qualitatives a partir du tableau de
contingence a | ligne et ¢ colonnes, on détermine d’abord pour chaque case 1’effectif calculé
dans I’hypothése d’indépendance, qui est le produit du total de sa ligne par le total de sa

colonne , divisé par le total général ; on forme un X2 pour I’ensemble des cases et on cherche



le risque o correspondant donné par la table pour le nombre de degrés de liberté : d.d.1= ( 1-

D(c-1)

Sia> 5%, il n’y a pas de liaison significative

Si a < 5%, la liaison est significative

A2=

Cc

(0-C)*

(O : Effectif observé C : Effectif calculé)

La méthode n’est applicable que si tous les effectifs calculés égalent ou dépassent cing.

Prévalence MRSA en fonction du sexe

MRSA
Absence | Présence | Total
Sexe | Masculin | Effectif 366 23 389
Effectif théorique | 367.07 21.12 | 389.00
% 94.09 5.91 | 100.00
Féminin | Effectif 261 13 627
Effectif théorique | 259.12 14.88 | 274.00
% 95.26 4.74 | 100.00
Total Effectif 627 36 663
% 94.57 5.43 | 100.00
Testsdu y’ Valeur ddl
;(2 de Pearson 0,43 1
Prévalence MRSA en fonction de la classe d’age
MRSA
Absence | Présence Total
Classes 0al5ans Effectif 76 7 83
d'ages Effectif 78.49 451 83.00
théorique
% 91.57 8.43 100.00
15 340 ans Effectif 158 7 165
Effectif 156.04 896  165.00
théorique
% 95.76 4.24 100.00
40 3 60 ans Effectif 221 11 232




Effectif 21940 12.60 |  232.00
théorique
% 97.85 2.15 100.00
60 ans et plus  Effectif 172 11 183
Effectif 173.06 9.94|  183.00
théorique
% 93.99 6.01 100.00
Total Effectif 627 36 663
% dans age3 94.57 5.43 100.00
Testsdu z° Valeur ddl
7 de Pearson 3,57 3

Annexe 4. Questionnaire
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Signeture et qriffa du médasin.



